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1. Einleitung

1.1. Das Pankreaskarzinom

1.1.1. Das humane Pankreaskarzinom

1.1.1.1. Epidemiologie des Pankreaskarzinoms

Das Pankreaskarzinom ist in den westlichen Industrienationen bei einer Inzidenz von 2,9-
10/100.000/Jahr die viert- bis funfthaufigste krebsbedingte Todesursache und eine der
aggressivsten Tumorerkrankungen uberhaupt. Jahrlich erkranken weltweit ca. 170.000
Patienten an einem Pankreaskarzinom, ca. 12.800 neu erkrankte Patienten sind pro Jahr
in Deutschland zu verzeichnen, allein 40.000 Patienten versterben in Europa an der
Krankheit. Ursachlich fur die geringe 5-Jahresiberlebensrate von unter 5% sind die spate
Diagnosefindung, die daraus folgende geringe kurativ intendierte Resektionsrate und eine
gleichzeitig frihe und aggressive Metastasierung des Tumors (3,21,30,39,40,45,51,53,61,
63,67,82,112,113,126,152,181,185,193). Mehr als 80% der Pankreaskarzinome gehen
vom duktalen Epithel aus, seltener sind azindre Tumoren, die sich aus den sekretbildenden
Parenchymzellen ableiten bzw. endokrine Tumoren, die von den endokrinen Tumoren der
Langerhans-Inseln ausgehen (3,55,63,191,193). Durch epidemiologische Studien stehen
folgende Risikofaktoren in Verdacht, fir die Entstehung eines Pankreaskarzinoms
verantwortlich zu sein. Nikotinkonsum verdoppelt als einziger sicher nachgewiesener
Faktor in Kohorten- und Fallkontrollstudien das relative Erkrankungsrisiko
(55,61,63,113,152,172,191). Epidemiologische und tierexperimentelle Studien deuten
darauf hin, dass nutritive Faktoren wie die verstarkte Einnahme von tierischen Fetten bzw.
Cholesterol assoziiert sind mit einer erhdhten Inzidenz von Tumoren z.B. des Pankreas,
Kolon, Mamma und Prostata. Ebenso scheint eine Korrelation zwischen Pankreaskarzinom
und Koffein, Alkoholkonsum, Adipositas, Diabetes mellitus, chronischer Pankreatitis und
familiarer Disposition zu bestehen (3,21,39,53,55,63,67,113,191). Desgleichen steht die
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gegenuber Frauen in einem Verhaltnis von 1,3-1,5:1,0 sowie von Farbigen gegenuber
Weil3en noch aus (61,63,113,191,193,200). 80% aller Betroffenen befinden sich zwischen
dem 60. und 80. Lebensjahr (3,21,53,63,82,113,191,193). Schlussfolgernd muss fir die
Entstehung des Pankreaskarzinoms eine multifaktorielle Atiologie angenommen werden.

1.1.1.2. Diagnostik des Pankreaskarzinoms

Ein gezieltes Screening ist aufgrund des Fehlens von Risikogruppen nicht méglich
(3,106). Das Karzinom manifestiert sich anfanglich mit unspezifischen Symptomen wie
Appetitverlust, Verdauungsstorungen und Anémie. Seltener klagen die Patienten uber
Diarrhoe oder Steatorrhoe, bzw. manifestiert sich die Erkrankung mit einer akuten
Pankreatitis oder als Diabetes mellitus (3,21,63,113,193). Die Symptomentrias
Verschlussikterus, Oberbauchschmerz, unklarer Gewichtverlust, die bei 75% der Patienten
auftritt und zum Aufsuchen des Arztes fuhrt, sind in der Regel Spatsymptome. Das
Courvoisiersche Zeichen kann bei 25% der Erkrankten als positiv verzeichnet werden
(63,165,191). Neoplasien im Bereich des Pankreaskopfes, etwa 60% der diagnostizierten
Tumoren, haben hier eine relativ bessere Prognose als Raumforderungen im Korpus- oder
Kaudabereich, da ein Verschlussikterus schon bei kleinen Tumoren auftreten und somit als
Frihsymptom alarmierend wirken kann (63,165,191,193). Meist muss jedoch von einem
fortgeschrittenen Leiden mit einer moglichen Fernmetastasierung ausgegangen werden,
auf welches Symptome wie ein palpabler Tumor im Epigastrium oder periumbilikal,
Thrombophlebitis migrans, Hepatosplenomegalie, Aszites oder Schwellungen der
Virchowschen Drise in der Fossa supraclavicularis sinistra hinweisen (44,165,191). In der
Diagnostik des Pankreaskarzinoms wurden in den letzten Jahren deutliche Fortschritte
erzielt, weiterhin bleiben jedoch die Friherkennung und das préoperative Staging von
Pankreastumoren eines der Hauptprobleme in Management und Therapie (3,55,63).
Besteht infolge des Vorliegens o.g. Kardinalsymptome der klinische Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom ist der erste diagnostische Schritt aufgrund der breiten Verfiigbarkeit,
der einfachen Handhabung und der fehlenden Strahlenbelastung die abdominelle
Sonographie (3). Pankreastumore lassen sich in Abhangigkeit von Grof3e und Lokalisation

mit einer Sensitivitdt von 50-95% sonographisch nachweisen. Die Spezifitat ist in der



gleichen GroRRenordnung zu betrachten (21). Nachteile der konventionellen Sonographie
sind die zu berlcksichtigende starke Untersucherabhangigkeit und die durch evt.
Luftiberlagerungen erschwerte bzw. unmdgliche Beurteilung der Pankreasloge
(44,54,165,191). Daher wird zur weiteren Diagnostik die Spiral-Computertomographie (CT)
eingesetzt. Mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von ca. 90% fuhrt die CT in den Féllen
groRerer Tumoren zur definitiven Diagnose und macht umfassende Aussagen Uber das
Ausmal} der Ausbreitung des Tumors bzw. seiner Metastasierung (3,21,44,54,55,106,161).
Zur Detektion von Tumoren <1,5cm ist die Endosonographie mit einer Sensitivitat von Uber
90% mindestens gleichwertig im Vergleich mit den o0.g. Methoden. Allerdings sind die
Verfugbarkeit und die notwendige Erfahrung zur Befundinterpretation ebenfalls limitierende
Faktoren wie das aus technischen Grunden fast unmdgliche Erkennen von
Fernmetastasen (153,161,179). Ein weiteres bildgebendes Verfahren mit einer Sensitivitéat
von ca. 80% und einer Spezifitat von ca. 95% vergleichbar mit den Werten der CT ist die
Endoskopisch-Retrograde-Cholangiopankreatikographie (21,106,161,165). Gunstig bei
diesem invasiven Verfahren erscheint die Biopsie aus dem Ductus pancreaticus, die
jedoch bei bestehender Symptomatik und positivem CT-Befund keine weiteren Hinweise
uber die Resektabilitat des Tumors macht (21,44,54,161,165,193). Jedoch ist im Vergleich
zu den anderen diagnostischen Methoden gleichzeitig eine Therapie mdglich, z.B. die
Implantation eines Stents bei Verschlussikterus. Dieses Vorgehen ist sowohl bei geplanter
RO-Resektion als auch im Rahmen einer palliativen Situation moglich. Bleibt die
Resektabilitat durch o.g. Bildgebung nicht beurteilbar erfolgt eine explorative Laparotomie,
an die sich die kurative Resektion oder Palliation anschliel3t. Anstelle der explorativen
Laparotomie wird in einigen Kliniken infolge erhéhter CA19-9 Werte ohne Nachweis einer
Tumorausbreitung in der Bildgebung die Laparoskopie zur Beurteilung der Resektabilitat
durchgefihrt (63,80). Die Sensitivitat und Spezifitat der Magnetresonanz-Tomographie
(MRT) ist vergleichbar mit denen der CT (63,106,161). Der potentielle Vorteil der MRT liegt
im hohen Gewebekontrast sowie der Darstellung ohne obligate Kontrastmittelgabe und
natirlich der fehlenden Strahlenbelastung (106). Bisher konnten keine Uberzeugenden
Daten vorgelegt werden, die einen diagnostischen Vorteil fur die MRT belegen (106,187).
Nach nicht gelungener invasiver Gangdarstellung mittels Endoskopisch-Retrograder-
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wertvolle Alternative (2,161,187). Noch unklar ist der Stellenwert der Positronen-
Emissions-Tomographie und der Angiographie in der Pankreasdiagnostik. In der Literatur
sind die Diskussionen uber diese Verfahren noch kontrér (3,54,101,118,161).

1.1.1.3. Therapie und Prognose des Pankreaskarzinom s

Die RO-Resektion, die nur bei 10-20% aller Patienten durchflhrbar ist, bietet als einzige
Therapieoption eine Chance auf Heilung. Auch bei Ausbreitung des Tumors auf
Nachbarorgane ist das Ziel die Resektion in nicht befallenem Gewebe. Die Prognose des
Pankreaskarzinoms ist haufig infaust, da die Erkrankung bei Diagnosestellung meist
fortgeschritten ist und Fernmetastasen bzw. Infiltrationen des Truncus coeliacus bzw. der
Arteria mesenterica superior fast nie eine Resektion im Gesunden erlauben
(3,21,40,44,45,80,126,193). Als chirurgische Therapie der Wahl gelten die partielle
Pankreatoduodenektomie nach Kausch/Whipple, die pyloruserhaltende
Pankreaskopfresektion nach Longmire/Traverso bei Pankreaskopfkarzinomen sowie die
Pankreaslinksresektion bei Tumoren im Bereich des Pankreasschwanzes (3,21,55,80,100,
187,190). Dahingegen fuhrt die totale Pankreatektomie, regionale Pankreatektomie nach
Fortner, OP nach Appleby bei deutlich schlechterer Lebensqualitat im Vergleich zu o.g.
Resektionsverfahren zu keiner signifikanten Verbesserung der Prognose (30,80,191,193).
Die mediane Uberlebenszeit aller am Pankreaskarzinom Erkrankten betragt nach
Diagnosestellung 3-6 Monate (3,38,55,67,185,190,193). Nach 1 Jahr sind ca. 90% der
Patienten verstorben bei einer 5-Jahres-Uberlebensrate von maximal 2-5%
(15,21,30,55,82,124,185). Selbst bei RO-Resektion ist nur mit einer mittleren
Uberlebenszeit (MUZ) von 12-20 Monaten zu rechnen, bei einer 5-Jahres-
Uberlebenszeitrate zwischen 15-20% (3,21,30,63,161,100,165,181,190). Mit einer
Verschlechterung der Prognose muss gerechnet werden, wenn zum Zeitpunkt der
Operation bereits Lymphknotenmetastasen peripankreatisch, paraaortal bzw. im
Hilusbereich der Leber vorliegen (30,161). Die hdmatogene Metastasierung erfolgt am
haufigsten in die Leber, weiterhin kbnnen Metastasen in Lunge, Pleura, Skelett und
Nebennieren vorliegen. Die statistische 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit betragt fiir

dieses Patientenkollektiv 1-2,8% (161). In diesem Zusammenhang erscheinen neo- bzw.



adjuvante Therapiestrategien bedeutungsvoll. Die vorliegenden Daten zur neoadjuvanten
Radio- und/oder Chemotherapie erlauben keine definitive Schlussfolgerung, ob eine
Verbesserung der Uberlebenszeit bzw. der Resektionsquote erreicht wird. Eine Therapie
erscheint aktuell nur im Rahmen von Studien sinnvoll (3,21,55,63,80).

Fur die Wirksamkeit einer Radiochemotherapie finden sich widersprichliche Resultate.
Eine Verlangerung des Uberlebens konnte zwar durch eine Studie der Gastrointestinal
Tumor Study Group nachgewiesen werden, zeigte sich jedoch nicht in den Ergebnissen
einer EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer)-Studie bzw.
im ESPAC-(European Study Group for Pancreatic Cancer)l-Trial (21,55). Eine
Metaanalyse konnte einen Vorteil der Radiochemotherapie im Vergleich zur alleinigen
Chemotherapie nur bei Patienten ohne tumorfreien Resektionsrand aufzeigen. Der Nutzen
einer Radiochemotherapie nach operativer Resektion ist somit als nicht gesichert
anzusehen und muss in weiteren Studien evaluiert werden (21,55,174).

Eine Behandlung mit Gemcitabine, einem Nukleosidanalogon, nach RO/R1-Resektion
konnte in der gro3ten randomisiert kontrollierten Studie im Vergleich mit Patienten ohne
Chemotherapie eine siknifikante Verlangerung des krankheitsfreien Uberlebens aufzeigen,
wobei sich Einschrankungen im Gesamtuberleben ergaben (132). Aktuell besteht die
Indikation zur adjuvanten Chemotherapie nach RO-Resektion bei gleichzeitigem Fehlen
von Fernmetastasen (3,21,55,132,174).

Beim metastasierten Pankreaskarzinom besteht die Indikation zur palliativen
Chemotherapie. Eine alleinige Chemo- oder Strahlentherapie zeigte in bisherigen Studien
einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber keiner Therapie (21,55,80,191,193,203).
Wobei die Kombination mit einer Chemotherapie der isolierten Radiatio Uberlegen ist
(21,193,203). Es wird zwar eine Verlangerung der Uberlebenszeit beschrieben, jedoch bei
gleichzeitig starken Nebenwirkungen. Gemcitabine zeigt als Monotherapie eine signifikante
Verlangerung der medianen Uberlebenszeit von 5,6 versus 4,4 Monaten und eine
Verbesserung der Lebensqualitait im Vergleich zu 5-Fluorouracil behandelten
Patientengruppen. Das 1-Jahres-Uberleben unter Gemcitabine betragt 18-20%
(3,21,51,63,203). In aktuellen Studien wird eine mogliche Wirkungsverbesserung durch
Dosiserhhung und in Kombination mit anderen Chemotherapeutika wie Cisplatin,

Oxaliplatin und Capecitabin untersucht (3).
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1.1.1.4. Epidemiologie der Lebermetastasen

Die Leber ist der haufigste Ort einer hamatogenen Metastasierung (49,93). Nach
statistischer Haufigkeit steht der Befall der Leber nach lokalem Lymphknotenbefall an
zweiter Stelle als Metastasierungsort (44). Je nach Art des Primartumors treten in 25-50%
Lebermetastasen auf. Im Falle des Pankreaskarzinoms konnen bei 50-75% der Patienten
bei Diagnosestellung Lebermetastasen nachgewiesen werden (55,63,82). Tumoren des
Gastrointestinaltrakts, der Lunge, der Mammae und das maligne Melanom stellen dabei
die haufigsten Primartumoren, weniger haufig sind Prostatakarzinome und
Schilddrisenkarzinome verantwortlich. Kolorektale Karzinome stellen bei einer
Lebermetastasierungswahrscheinlichkeit von 60-80% die am besten untersuchte Gruppe
dar (27,49).

1.1.1.5. Diagnostik von Lebermetastasen

Metastasen sind mit Abstand die haufigsten malignen Lebertumoren. In Studien konnte
gezeigt werden, dass in 30-70% der an einem Karzinom verstorbenen Patienten bei der
Autopsie Lebermetastasen gefunden werden konnten. Bei Patienten mit extrahepatischen
Malignomen, wie z.B. dem Pankreaskarzinom, bedeutet das Vorliegen von
Lebermetastasen im Hinblick auf eine Heilung fast immer Nonresektabilitat (21,80,161). Da
es bei der Mehrzahl von Patienten mit Pankreaskarzinom zuerst zu einer Metastasierung in
die Leber kommt, muss das praoperative Staging immer die Leber mit einschliel3en.
Erfolgreich ist der Nachweis von Lebermetastasen in der Sonographie, der bei gelibten
Untersuchern eine Sensitivitdt von 35-100% bei einer Spezifititt von 90% erreicht
(1,99,163). Die Sensitivitat der CT kann durch Gabe von Kontrastmittel und durch
technische Verbesserung auf etwa 94% gesteigert werden, bei einer Spezifitdt von 93%
(99,161). Hochste Sensitivitdt von bis zu 100% weist die CT- Arterioportographie auf
(21,163). Jedoch tragt sie infolge der geringen Spezifitdt von 36-68% und der Invasivitat
der Methode weniger zum Nachweis als zum Ausschluss von Lebermetastasen bei
(21,163). Die MRT der Leber zeigt bessere Werte fur Sensitivitat (52-96%) und Spezifitat
im Vergleich zur CT, es mangelt jedoch an der ubiquitaren Verfligbarkeit (60,66,99,161).
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Zunehmend wird die Laparoskopie mit direkter Ultraschalluntersuchung eingesetzt. In einer
prospektiven Vergleichsuntersuchung zwischen Doppelspiral-CT und Laparoskopie mit
Sonographie wurden hierdurch 9,5% zuséatzliche Tumoren bei 20% der Patienten
nachgewiesen (76). Selbst in diesem nach klinischen und bildgebenden Verfahren hoch
selektierten Patientenkollektiv kdnnen bei einer explorativen Laparotomie bzw.
Laparoskopie in 35-70% der Falle Lebermetastasen gefunden werden (47,60,76).
Ungewiss erscheint in diesem Zusammenhang der Einfluss einer Laparoskopie auf das
Wachstums- und Metastasierungsverhalten des Pankreaskarzinoms.

Die bislang vorliegenden Daten =zur Diagnostik von Lebermetastasen mittels
Positronenemissionstomographie (PET) stitzen sich auf relativ kleine Patientengruppen.
Hier wurden Sensitivitaten von bis zu 99% fur die Detektion von Lebermetastasen
beschrieben (99,136,161). Die Wertigkeit der PET muss daher weiter evaluiert werden.

1.1.1.6. Therapie und Prognose bei Lebermetastasier ung

Lebermetastasen sind bei Uber 30-70% aller Patienten mit einem Malignom zu erwarten.
Retrospektive Untersuchungen zeigen, dass ohne Behandlung die mittlere Uberlebenszeit
weniger als 24 Monate betragt (7,49,80,183). Die mediane Uberlebenszeit liegt bei 3-12
Monaten (21,44,49). Fur Patienten mit Lebermetastasen stellt heute die chirurgische
Therapie mit 5-Jahres-Uberlebensraten von 25-37% die einzige Chance auf eine Kuration
dar (49,98). Ein Rezidiv von Lebermetastasen nach einem potentiell kurativen Eingriff tritt
bei mehr als 40-60% der Patienten auf. Die Resektion des Rezidivs ist nur bei 20-30% der
Patienten moglich. Im Vergleich zur Erstresektion ergeben sich in Bezug auf Morbiditat und
Mortalitat keine signifikanten Unterschiede. Kontraindikationen zur Leberresektion ergeben
sich, wenn eine vollstidndige Metastasenentfernung nicht mdglich ist, wie im Falle einer
extrahepatischen bzw. diffusen intrahepatischen Metastasierung. Beim Uberwiegenden Teil
der Patienten ist daher eine kurative Resektion infolge des vorangeschrittenen
Tumorstadiums nicht mehr méglich, so dass ein palliatives Vorgehen zu erwégen ist. Als
chirurgische Ansatze waren die Anlage einer biliodigestiven Anastomose, eine
Gastroenterostomie oder eine Stentimplantation in den Ductus choledochus denkbar
(21,44,54,80).
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Eine adjuvante Chemotherapie bei Lebermetastasierung ist am haufigsten im Rahmen
eines kolorektalen Karzinoms untersucht worden. Die mediane Uberlebenszeit liegt hierbei
zwischen 12 und 20 Monaten (24,74). Dabei stellt die Leber in 40% aller Patienten den Ort
des primaren Auftretens eines Rezidivs da. Daher ist die regionale Gabe von
Chemotherapeutika die am haufigsten untersuchte Therapieform mit dem Nachweis einer
Verlangerung der Uberlebenszeit (98). Jedoch verhindert die Komplexitét lhrer Anwendung
eine Weiterverbreitung und ist somit nur in spezialisierten Zentren durchflhrbar. Die
Mehrheit der Patienten erhalt daher primér oder nach kurativer Metastasenresektion eine
systemische Chemotherapie. In einer Multizenterstudie konnte nach Resektion kolorektaler
Lebermetastasen ein signifikantes Uberleben nach sytemischer Chemotherapie im
Vergleich zum nicht therapierten Patientenkollektiv hachgewiesen werden. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate in der 5-FU (Fluorouracil) therapierten Gruppe betrug 33,5% vs. 26,7% in
der Kontrollgruppe (140). Gemcitabine beim metastasierten Pankreaskarzinom erreicht 1-
Jahres-Uberlebensraten von 18-20% und ist nach Empfehlung der deutschen S3-Leitlinien
von 2007 Standardtherapie der palliativen Behandlung eines metastasierten
Pankreaskarzinoms (3). Weiterhin besteht beim metastasierten Pankreaskarzinom im
Rahmen von Studien die Mdoglichkeit der Therapie mit Gemcitabine und dem EGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib. Hier konnte eine Verlangerung des medianen
Uberlebens um 25% nachgewiesen werden (3). Trotz zunehmender Weiterentwicklung der
Chemotherapeutika in den letzten Jahren scheint das Problem der differenzierten
Ansprechbarkeit der Lebermetastasen in den verschiedenen Tumorstadien der
unterschiedlichsten Primartumoren nicht geklart zu sein (74). Berucksichtigung muss bei
vorliegender Leberteilresektion neben der Effektivitdt unter anderem die Toxizitat der
Therapeutika finden. Angesichts der unginstigen Prognose sollte bei der Beurteilung des
therapeutischen Nutzens die Linderung krankheitsassoziierter Symptome als Malistab

besonders hoch gewertet werden (24,55,80).

1.1.2. Tiermodelle

Um die Auswirkungen einer Therapie mit Celebrex und 2Zyflo auf das

Metastasierungsverhalten des Pankreaskarzinoms und die hierbei auftretenden
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morphologischen und biochemischen Veranderungen im Pankreas und der Leber unter
einheitlichen Bedingungen untersuchen zu kénnen, bedurfte es einer reproduzierbaren
standardisierten Versuchsanordnung. Dazu bendétigten wir ein Tiermodell, welches mit dem
humanen duktalen Pankreaskarzinom sowohl morphologisch und biologisch als auch

klinisch vergleichbar ist.

1.1.2.1. Das Hamstermodell

Pour et al. gelang 1974 die erfolgreiche Tumorinduktion im Syrischen Goldhamster
(Mesocricetus auratus) mit 2,2-Dihydroxy-di-n-propylnitrosamin  (DHPN).  Durch
Verwendung &hnlicher Nitrosaminderivate konnten die Nachteile von DHPN wie die
Tumormanifestationen in der Lunge, Leber, Nieren, Nasenebenhohlen, Kehlkopf und
Trachea deutlich verringert werden (141,142,143,172). Gangig ist heute die Verwendung
von  N-Nitrosobis-2-oxopropylamin  (BOP). Die einzigartigen Vorteile dieses
Hamstermodells bestehen in der einfachen subkutanen Applikation der Karzinogene, der
kurzen Tumorlatenzzeit bis zum Auftreten der Pankreastumoren von 15 Wochen, der
hohen Rate von Adenokarzinomen des Pankreas, die in 80% der Falle beim Menschen
vorliegen und letztlich einer ca. 100%igen Pankreasspezifitat (142,143,172).

Vergleiche mit anderen Tiermodellen spiegeln die erstaunlichen Ahnlichkeiten des
Hamstermodells mit dem humanen duktalen Adenokarzinom des Pankreas wieder
(10,61,112,142,143). Histologisch beobachtet man bei den multizentrisch entstehenden,
meist schon makroskopisch sichtbaren Tumoren eine gute Differenzierung, Bildung
duktaler und papillarer Strukturen, Begleitdesmoplasien, neurale und lymphatische
Infiltrationen (61,142,143,172). Ebenso wie beim Menschen findet man bei den Hamstern
Gewichtsverlust, Diarrhoe, Thrombosen, Ikterus und Diabetes mellitus
(61,112,142,143,172). Dagegen handelt es sich z.B. bei den Azaserin-induzierten
Karzinomen der Ratte um fast ausschliel3lich azindre Adenokarzinome, die Ruckschlisse
auf den Menschen nur begrenzt moglich machen (61,112,172). Der Versuch, Schweine,
Hasen, Hunde oder Mause als Tiermodell des induzierten Pankreaskarzinoms zu nutzen,
war ebenfalls nicht erfolgreich (143,172). Aufgrund der hohen Ubereinstimmung

hinsichtlich der klinischen, morphologischen, biochemischen und molekulargenetischen
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Eigenschaften des BOP-induzierten Pankreaskarzinoms im Syrischen Goldhamster mit
dem duktalen Adenokarzinom des Pankreas im Menschen hielten wir dieses Tiermodell fur

unsere Studie am geeignetsten.

1.1.2.2. Variationen im Modell des BOP-induzierten Pankreaskarzinoms

Bedeutsam fur unsere Studie erschien uns die Zusammensetzung des Nahrungsfetts und
die HOhe der enteralen Fettzufuhr. In der gangigen Literatur kénnen Klarungsansatze der
Pathomechanismen des prokarzinogenen Effekts und der Steigerung des
Metastasierungsverhaltens fur gesattigte und ungesattigte Fettsduren aufgezeigt werden.
In friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gelang der Nachweis einer Steigerung
sowohl der Inzidenz von Pankreaskarzinomen als auch der Lebermetastasierung im
Hamstermodell unter Erhéhung des Anteils an Linol- wund Linolensaure
(20,39,61,97,112,139,143,172,194-197). Daher erhielten die Hamster aller Gruppen eine
Hochfettdiat in Form eines Spezialfutters (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland),

dessen Gehalt an a-Linolenséure (ALS) 2% und der an Linolsdure (LS) 11% betrug.
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1.2. Das Konzept der Cox-2- und 5-Lox-Hem mung

1.2.1. Der Stoffwechsel der Eikosanoide

Eikosanoide scheinen eine entscheidende Rolle beim Tumorwachstum und der
Metastasierung zu spielen (42,78,107,115,139,149,158,159,167,171,176,184,194,197).

1.2.1.1. Arachidonsaure und andere essentie lle Fettsduren

Von den fur den Stoffwechsel wichtigen ungesattigten Fettsauren kbnnen vom
menschlichen Organismus wegen der spezifischen Eigenschaften der
Fettsduredesaturasen lediglich Palmitolein- und Olsdure synthetisiert werden (158,159).
Linolsaure, Linolensdure und Arachidonsdure sind fir den tierischen Organismus
essentiell, mussen also mit der Nahrung aufgenomen werden (86,158,159). Jedoch kann
Arachidonséaure durch Kettenverlangerung und Desaturierung aus Linolsaure synthetisiert
werden (11,86,135,158,159,170,200). Der enzymatische Prozess der Desaturierung und
Elongation der Fettsduren ist in den Mikrosomen der Leber lokalisiert. Aus diesen
mehrfach ungesattigten Fettsduren, insbesondere der Arachidonsaure, freigesetzt durch
membranstandige Phospholipasen, entstehen Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene
und Epoxyde (39,42,78,86,107,110,135,146,158). Hierfir erfolgt die enzymatische
Metabolisierung  der  Arachidonsaure  hauptsachlich  durch  Cyclooxygenasen,
Lipoxygenasen und Cytochrom P-450 Oxygenasen (78). Diese 0.g. Derivate mehrfach
ungesattigter Fettsauren entstehen in den meisten tierischen Geweben, wo sie hormonelle
und andersartige Stimuli modulieren. Desweiteren spielen sie eine wichtige Rolle bei
Uberempfindlichkeits- und Entzindungsreaktionen (11,42,78,86,107,115,139,170,184,

200). Zusammenfassend werden sie unter der Bezeichnung Eikosanoide gefuhrt.
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1.2.1.2. Die Rolle der Cyclooxygenase und Lip oxygenase in der Biosynthese

der Eikosanoide

1.2.1.2.1. Cyclooxygenase

Die von Needleman et al. aufgestellte Hypothese (ber das Bestehen zweier
Cyclooxygenaseformen - Cyclooxygenase 1 (Cox-1) und Cyclooxygenase 2 (Cox-2) -
konnte 1991 durch Klonierung des Cox-2 Gens bestatigt werden (189). Tatsachlich liegen
drei Isoenzyme vor, die von getrennten Genen codiert werden, wobei die Cox-3 aus Cox-1
transkribiert wird und ihre Funktion aktuell nicht ausreichend geklart ist. Das grof3te
Vorkommen an Cox-3 im Menschen findet sich im cerebralen Cortex und im Herzen
(27,42,78,130,131,144,158,171,184,189). Die Exprimierung von Cox-1 erfolgt in allen
gesunden Geweben im Rahmen der normalen Zellfunktion (12,27,40,104,108,119,124,
136,158,171,185,188,189). So unterliegt z.B. die Bildung von Prostaglandinen im
Gastrointestinaltrakt, welche die Mukosa des Magens vor der erodierenden Wirkung der
sauren Verdauungsséfte schitzt, der Kontrolle der Cox-1 (42,78,94,134,171,188,192).
Trotz einer geringgradigen Cox-2 Expression in den Nieren, Uberwiegt in den
Sammelréhrchen, Interstitiumzellen der Papillae renales und dem renalen Gefal3system
die Cox-1 (94,134,171,188,189,192). Die Regulierung der Thrombozytenaggregation und
der Blutungszeit erfolgt ebenfalls durch die Cox-1 (22,134,136,171,183,188,192). Die Cox-
2 dagegen findet man konstitutiv in geringen Konzentrationen im Gehirn, Prostata, Testes,
Lungen, Nieren, den Insellzellen des Pankreas und induzierbar in allen entziindeten
Geweben (38,136,177). Zu den Induktoren der Cox-2 zahlen unter anderem
Wachstumsfaktoren, Tumorpromoter und Zytokine (12,27,40,42,104,108,119,124,130,131,
134,136,158,171,182,185,186,188,192). Experimentelle Untersuchungen an der Ratte
ergaben nach Induktion einer Entzindungsreaktion, dass die Mengen an gebildeter Cox-2-
Messenger-RNA und Cox-2-Protein erhdht waren, wahrend die Cox-1-Messenger-RNA-
Transkriptionsrate unveréndert blieb (136). Weiterhin korrelierten die Menge des
inflammatorisch wirkenden Prostaglandins E, und die Entwicklung von Odemen mit der
erhohten Expression von Cox-2 (32). Bei der Cyclooxygenase handelt es sich um ein

perinukledr gefundenes bzw. im endoplasmatischen Retikulum lokalisiertes
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Transmembranenzym, welches die fir die katalysierten Reaktionen verantwortlichen
Doméanen auf der zytoplasmatischen Seite tragt (40,128,136). Nach Freisetzung von
Arachidonséaure (Eikosatetraenséure) aus Zellmembranen durch die Phospholipase A; wird
in einem zweistufigen Vorgang durch die Cyclooxygenase-Aktivitat von Cox zun&chst
Prostaglandin G, (PGG;) umgesetzt. Im Anschluss daran wird durch die Peroxidase-
Aktivitdt von Cox die 15-Hydroperoxylgruppe des Prostaglandins G, zur 15-
Hydroxylgruppe des Prostaglandin H, (PGH;) reduziert (42,107,119,128,135,136,158).
SchlieBlich wird PGH, durch verschiedene gewebsspezifische Enzyme in weitere
Prostaglandine oder Thromboxane umgewandelt, die dann ihre biologischen Wirkungen in
den entsprechenden Geweben ausiiben (22,119,135,136). Der Unterschied zwischen den
einzelnen Abkdmmlingen des Prostaglandin H besteht in der Position der einzelnen
Hydroxyl- bzw. Ketogruppen. Aus Eikosatrienséaure entstehen die Prostaglandine der Serie
1, aus Arachidonsaure diejenigen der Serie 2 und aus Eikosapentaensaure die der Serie 3
(51,78). Dabei scheinen z.B. Prostaglandine der Serie 2 proinflammatorisch zu sein
wahrend Prostaglandine der Serie 3 eine antiinflammatorische Wirkung zugesprochen wird
(51). Die Abbildungen 1 und 2 zeigen in schematischer Form die Biosynthese von

Eikosanoiden aus Arachidonsaure.

Membranphospholipide
Phospholipase A;
Arachidonsaure

Cyclooxygenase-Aktivitat der COX

PGG;
Peroxidase-Aktivitat der COX
PGH>
PGD, PGF2a PGE; PGlI, TXA;
z.B. Broncho- z.B. Konstriktion z.B. Relaxierung z.B. Hemmung der z.B. Thrombozyten-
konstriktion glatter Muskulatur  glatter Muskulatur Thrombozyten- aggregation

aggregation

Abb. 1 Entstehung von Prostaglandinen und Thromboxanen aus Arachidonséure
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1.2.1.2.2. Lipoxygenase

AulBBer Prostaglandinen und Thromboxanen kdnnen aus ungesattigten Fettsauren noch
zahlreiche weitere, sauerstoffhaltige Reaktionsprodukte entstehen. Hierzu gehdren neben
freien Radikalen auch Hydroxy- und Hydroperoxysduren sowie Leukotriene. Diese
alternativen Modifikationen der Arachidonsaure werden durch Lipoxygenasen erzeugt. Der
initiale enzymatische Schritt erfolgt durch die Calcium- und ATP-abhéangige Prasentation
der Arachidonsaure an die 5-Lipoxygenase durch FLAP, das 5-Lipoxygenase Activating
Protein (78). Die 5-Lipoxygenase lasst eine Hydroperoxydstruktur am C-Atom 5 der
Arachidonsaure entstehen, die 5-Hydroperoxyeikosatetraensaure (5-HPETE) (38,39,78,
107,128,135,168,173). Aus dieser wiederum entsteht Uber die Zwischenstufe 5-
Hydroxyeikosatetraensaure (5-HETE) durch Umlagerung der Doppelbindungen eine
Verbindung mit drei konjugierten Doppelbindungen, das Leukotrien A, welches
Ausgangssubstanz fir die Biosynthese der anderen Leukotriene ist (40,78,128,168, 173).

Membranphospholipide

Phospholipase A ,

Arachidonsédure

~15-Lipoxygenase ~ 12-Lipoxygenase ~ 5-Lipoxygenase

15-HPETE 12-HPETE 5-HPETE

15-HETE 12-HETE 5-HETE

LTA,
~ LTA,-Synthase ~ LTA,-Hydrolase
LTCq LTB,
~ Glutamyltranspeptidase
LTD,
" Dipeptidase
LTE,

Abb.2 Entstehung von Leukotrienen aus Arachidonsaure
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Durch die Wirkung der Epoxydhydrolase wird das Leukotrien B; (LTB4) gebildet. Durch
Anheftung von Glutathion Uber eine Thioetherbricke entsteht das Leukotrien C4 (LTC,)
(128). Schrittweises Abtrennen von Glutamat und Glycin fihrt zur Bildung von Leukotrien
D4 (LTDy4) und E4 (LTE,) aus Leukotrien C4 (128). Zu den Sulfidpeptid-Leukotrienen, auch
als anaphylaktische slow-reacting Substanzen bekannt, zahlen LTC4, LTD,4, LTE4 (173).
LTB4 wirkt chemotaktisch auf Neutrophile und Eosinophile (128). In vitro zeigen LTB4 und
LTC, eine Zunahme des Wachstums arterieller glatter Muskelzellen, Epithelzellen im
Respirationstrakt und Lymphozyten (29,173). Die biologischen Effekte der Leukotriene sind
vielfaltig und beeinflussen Zellinteraktion, -struktur und -metabolismus (158,168). Sie
fuhren unter anderem zu einer Zunahme der Migration von Neutrophilen und Eosinophilen,
zur Aggregation von Neutrophilen und Monozyten, zur Leukozytenadh&sion, zu einem
Anstieg der Kapillarpermeabilitat und zu Kontraktionen der glatten Muskulatur, z.B. beim
humanen Asthma bronchiale (29,128). Die 5-Lipoxygenase wird nicht in normalem
epithelialem Gewebe exprimiert, kann jedoch durch inflammatorische Stimuli induziert
werden. Es zeigt sich auch eine konstitutive Expression in diversen Tumoren wie Kolon,
Osophagus, Lunge, Prostata und Mamma (78,138). Weiterhin wurden eine 12- bzw. 15-
Lipoxygenase nachgewiesen, die fuar die Bildung von 12- bzw. 15-
Hydroperoxyeikosatetraensaure (12-, 15-HPETE) verantwortlich sind. Uber die biologische
Bedeutung dieser Arachidonsaurederivate ist noch relativ wenig bekannt (38). 12-Lox
scheint u.a. regulatorische Funktionen im Bereich von Invasivitdt und Tumorwachstum
beim Lungen, Prostata- und Brustkrebs zu tibernehmen (149,176,138). 15-Lox scheint u.a.

eine inhibierende Wirkung auf die Angiogenese von Tumoren zu haben (138).
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1.2.2. Cox-2- und 5-Lox-Hemmer: Celebrex un d Zyflo

1.2.2.1. Celebrex

1.2.2.1.1. Gesicherte Indikationen von Celebrex

Celebrex enthélt als pharmakologisch wirksamen Bestandteil den Wirkstoff Celecoxib, ein
Diaryl-substituiertes  Pyrazolderivat mit der chemischen Bezeichnung 4-[5-(4-
Methylphenyl)-3-(trifluormethyl)-1H-pyrazol-1-yl]benzolsulfonamid. Die Summenformel fir
Celecoxib lautet Cj7H14F3N302S, das Molekulargewicht betrdgt 381,38 g/mol. Eine
gesicherte Indikation fir die Anwendung von Celebrex stellt die Symptombehandlung
aktivierter Arthrosen und chronischer Polyarthritiden dar (104). Die medikamentdse
Therapie zielt darauf ab, vor allem die Schmerzen zu lindern und die Entzindung
einzudammen, bei gleichzeitig vermindertem Auftreten unerwunschter
Begleiterscheinungen, besonders im Bereich des oberen Gastrointestinaltraktes (104,192).
Gewabhrleistet wird letzteres durch die Inhibierung des Cox-2 Isoenzyms bei 300fach
hoherer Selektivitat fur Cox-2, wahrend selbst in maximalen therapeutischen Dosen Cox-1
nicht beeinflusst wird (119). Celecoxib erhielt 1999 die Genehmigung zur Prophylaxe
kolorektaler polypdser Neubildungen bei familidrer adenomatdser Polyposis (FAP).
Berucksichtigung muss jedoch die Tatsache finden, dass sich bei langfristiger und
hochdosierter Einnahme von Coxiben in den letzten Jahren inakzeptable kardiovaskulare

Nebenwirkungen zeigten (26,78).

1.2.2.1.2. Celebrex und andere nichtsteroidale Anti  phlogistika beim

Pankreaskarzinom

Zahlreiche Hinweise deuten darauf, dass eine Downregulation der Cyclooxygenase eine
entscheidende Rolle in der Pravention von Karzinomen einnimmt. Erhohte Cox-2
Konzentrationen konnten in zahlreichen Tumorgeweben nachgewiesen werden
(37,40,43,68,78,92,93,104,134,138,150,170,181,186,188,199). Epidemiologische Studien
vermochten zu zeigen, dass eine dauerhafte Einnahme nichtsteroidaler Antiphlogistika
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assoziiert wird mit einer verminderten Inzidenz  kolorektaler  Karzinome
(12,37,40,42,59,77,78,108,115,116,118,119,124,135,144,177,178,182,183,186,188,189).

Gleichermal3en konnten erhdhte Cox-2 Werte in humanen Pankreaskarzinomzellen durch
immunhistochemische Analysen und PCR abgeleitet werden (12,37,40,134,181,185,188).
Die durch die Cyclooxygenase bewirkte Prostaglandinsynthesesteigerung zeigte in
Karzinomgeweben wie Kolon-, Lungen-, Brust-, Prostata-, Osophagus- und
Magenkarzinom deutlich hoéhere Konzentrationen als in gesundem Gewebe
(27,34,42,43,77,93,96,118,119,124,135,150,181,184,188,189). Die Auswirkungen erhdhter
Cox-2 Expression und der damit verbundene Anstieg des Prostaglandinspiegels scheint
verantwortlich zu sein fir die gesteigerte Invasivitdt von Tumorzellen unter anderem in
Bezug auf die Beeinflussung der Zelladh&sion, des immunologischen Uberlebens und der
Apoptose (34,93,104,108,115,119,124,167,170,183,185,186). Eine exakte Klarung der
Pathomechanismen ist zum  gegenwadrtigen Zeitpunkt noch nicht erfolgt
(4,21,40,55,61,112,113,134,172,185,191). Der Beitrag der Prostaglandine zur
Karzinogenese wird weiterhin erhértet durch den im Tiermodell und beim Menschen
nachgewiesenen Schutz vor Kolon-, Mamma-, Osophagus- und Bronchialkarzinomen
durch Inhibition der Cox-2 und die damit verbundene Hemmung des Tumorwachstums und
der Apoptose (42,52,95,108,115,116,118,121,135,144,164,177,183). Diese
Beobachtungen konnten sowohl am BOP-induzierten Pankreaskarzinom im Syrischen
Goldhamster als auch an Zelllinien des Pankreaskarzinoms und immunhistochemisch an
operativ. gewonnenen duktalen Zellen eines Pankreaskarzinoms gemacht werden
(12,37,175,194,197). Auch beim Pankreaskarzinom im BOP-induzierten Hamstermodell
weist die Gabe der nichtsteroidalen Antiphlogistika Indomethazin und Phenylbutazon auf
einen Rickgang der Entwicklung des Pankreaskarzinoms hin (40,124,134,175). Ebenfalls
konnte bei Zelllinien eines humanen duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (Capan-1,
MDAPanc-3) eine erhdhte Rate an Cox-2 mRNA nachgewiesen werden. Desgleichen liel3

sich das Wachstum der Zelllinien durch Zusatz von Cox-2 Inhibitoren hemmen (124,134).
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1.2.2.1.3. Celebrex und der Einfluss auf die Metast asierung

Erhéhte Cox-2 Konzentrationen konnten nicht nur in Kolonkarzinomzellen sondern auch in
metastatischen Lebertumoren gemessen werden, so dass eine Einflussnahme auf die
Metastasierung wahrscheinlich erscheint (27,68,78,93,171,202). Zelllinienversuche deuten
auf eine starke Beteiligung von Cox-2 an der Angiogenese und somit Metastasierung hin
(42,78,104,108,171,177). Der genaue Mechanismus, den Cox-2 in diesem Prozess
einnimmt, ist bis heute unbekannt. Erhéhte Cox-2 Expression scheint Uber die vermehrte
Produktion von PGE;, zu einem vermehrten Anstieg von angiogenetischen Faktoren zu
fuhren  (93,119,202). Ebenso konnte die Inhibition von angiogenetischen
Wachstumsfaktoren durch Coxibe beim Pankreaskarzinom nachgewiesen werden
(104,181). Weiterhin wird tUber eine Beeinflussung der Zelladh&sion metastatischer Zellen
an Endothelzellen diskutiert (93). Ursachlich scheint hier die Reduktion des E-Cadherin-
Spiegels bzw. eine Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen zu sein (27,31,93,108,
146,183,186,202). Die Adh&sion von Tumorzellen an Endothelzellen zeigt einen weiteren
wichtigen Mechanismus der Metastasierung auf (93). Andere Studien weisen auf die
proteolytische  Funktion von Prostaglandinen und die damit verbundene
Metastasierungsbereitschaft hin (11,107,146). Entsprechend zeigten Untersuchungen am
Kolon- und Bronchialkarzinom im Mausemodell eine dosisabhangige Reduktion der Groél3e
von Lebermetastasen durch Gabe von Celebrex bzw. Rofecoxib (93,119,170,202).

Uber die Auswirkungen von Celebrex auf die Lebermetastasierung und Lipidperoxidation
beim Pankreaskarzinom, sind in der Literatur nur die Angaben aus den von uns

durchgefihrten Studien zu finden.
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1.2.2.2.  Zyflo

1.2.2.2.1. Gesicherte Indikationen fir Zyflo

Zyflo enthalt den pharmakologisch wirksamen Bestandteil Zileuton, einen oralen 5-
Lipoxygenasehemmer, der die Bildung der Leukotriene LTB4, LTCy4, LTD4, LTE, inhibiert.
Der chemische Name lautet 1-(1-Benzo[b]thien-2-ylethyl)-1-hydroxyurea. Die
Molekulformel ist C11H12N,0,S, das Molekulargewicht betragt 236,29 g/mol.

Indiziert ist die Gabe von Zyflo zur Prophylaxe und Behandlung von Asthma bronchiale bei
Erwachsenen und Kindern ab zwolf Jahren. Zyflo inhibiert die leukotrienabhéangige
Bronchokonstriktion der glatten Bronchialmuskulatur und mindert somit die Hyperreaktivitat
der Luftwege (78,173).

1.2.2.2.2. Zyflo beim Pankreaskarzinom

Leukotriene bzw. Produkte des 5-Lox abhangigen Metabolisierungsweges der
Arachidonséaure scheinen eine wichtige Rolle bei der Tumorentwicklung, -progression und
Metastasierung einzunehmen (29,34,165,173,197). In Studien am Prostatakarzinom
konnte fur die Metabolite der 5-Lox eine tumorférdernde Entwicklung beobachtet werden
(38,168,173). Dementsprechend zeigte sich nach Gabe von 5-Lox-Hemmern bei Prostata-,
Bronchial-, Osophagus-, Mamma-, Kolon- und Hauttumoren eine Inhibition der
Karzinogenese (29,39,40,167,173).

In humanen Pankreaskarzinomzellen konnte eine erhohte 5-Lox Konzentration
nachgewiesen werden, wahrend in normalen duktalen Pankreaszellen kein Nachweis
erfolgen konnte (38-40,168). Die Metaboliten des 5-Lox Stoffwechsels stimulieren
nachweislich die Proliferation der Zellen des Pankreaskarzinoms (38-40). Zahlreiche
Studien waren in der Lage den wachstumsinhibierenden Effekt von 5-Lox Hemmern in
Zelllinien und am Tiermodell nachzuweisen (6,29,38,40,168). Assoziiert war dieser mit
einer gesteigerten Apoptoserate und Differenzierung des Ph&notyps durch Abnahme der
Zelldichte und Elongation (38). Zusatzlich war eine verminderte Produktion von

Stoffwechselprodukten der Eikosanoidsynthese nachweisbar (29).
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1.2.2.2.3. Zyflo und der Einfluss auf die Metastas ierung

Die Ergebnisse von in-vitro-Untersuchungen deuten auf eine Beeinflussung von
proteolytischen Enzymen durch Stoffwechselprodukte der Lipoxygenase und auf eine
damit verbundene Metastasierungsbereitschaft hin (11,29,146). Ebenfalls scheinen
Lipoxygenasestoffwechselprodukte zu verstarkter Adhasionsbereitschaft von Tumorzellen
an Endothelzellen zu fihren (34). Wahrend fir 12-Lox neben dem Nachweis der
Tumorproliferation und Apoptose die Beteiligung an der Metastasierung beim humanen
Prostatakarzinom gezeigt werden konnte, ist dieser Nachweis bei den Produkten der 5-Lox
Gegenstand aktueller Untersuchungen (40,173).
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1.3.

1.3.1.

Oxidativer Stress und Lipidperoxidation

Biochemische Grundlagen

Die Fahigkeit Sauerstoff zur vollstindigen und somit maximal effektiven Oxidation von

Nahrstoffen zu verwenden, hat nicht nur die biologische Energieversorgung verbessert,

sondern stellt auch eine der wichtigsten Voraussetzungen fir die Entstehung hoherer

Lebensformen dar. Der Umgang mit dem Sauerstoff bringt allerdings betréachtliche

Gefahren mit sich. Sauerstoff und seine besonders reaktionsfahigen Radikale mit einem

ungepaarten Elektron im Aulenorbital sind in der Lage, in nahezu allen lebenden

Strukturen vorkommende Verbindungen oxidativ zu verdndern und damit funktionell

schwer zu beeintrachtigen.

sowohl freie O,-Radikale als auch die in Tabelle 1 aufgefihrten Radikale (5,169).

Reaktive Sauerstoffspezies beinhalten definitionsgeman

Formel [Name Entstehung

(o7} Superoxidradikal Leukozytenaktivierung, Autooxidationsreaktionen,
Elektronentransport

‘0, Singulett-Sauerstoff |Bildung aus Wasserstoffperoxid

HO Hydroxylradikal Drei-Elektronen-Reduktionszustand, Entstehung
metallkatalysiert; Bildung aus dem Superoxidradikal

HO, Perhydroxylradikal Protonierte Form von Oy~

H202 Wasserstoffperoxid | Zwei-Elektronen-Reduktionszustand;
nicht-enzymatische Bildung aus 'O, direkte Bildung
aus O,

RO Alkoxyradikal Lipidperoxidationsprodukt

ROO Peroxyradikal Lipidperoxidationsprodukt

ROOH |Lipidhydroperoxid Lipidperoxidationsprodukt;protonierte Form von ROO

R Lipidradikal Lipidperoxidationsprodukt

"Ocl Hypochlorit Reaktionsprodukt der Myeloperoxidase

Tab. 1: Sauerstoffradikale und ihre Entstehung (169)

26



Eine wesentliche Quelle von Sauerstoffradikalen sind Ein-Elektronenreduktionen, die unter
anderem durch Autooxidation zellularer Verbindungen entstehen und zur Bildung des
Superoxidradikals fihren. Zwei-Elektronenreduktionen filhren zum Wasserstoffsuperoxid.
Das besonders reaktive Hydroxylradikal entsteht durch Drei-Elektronenreduktionen, meist
metallkatalysiert. Darlberhinaus gibt es organische Sauerstoffradikale, die meist in
Sekundarreaktionen entstehen. Unter physiologischen Bedingungen wird eine Schadigung
der Biomolekile durch die unten beschriebene Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies mit
Hilfe von Antioxidantien gewéahrleistet (169). Stérungen dieser protektiven Mechanismen in
Form  vermehrter Produktion bzw. mangelnder  Elimination  fihren  zu
Schéadigungsreaktionen im Bereich der Proteine, Kohlenhydrate und Lipide (129).

Eine besondere Rolle kommt im Sinne der Studie der Lipidperoxidation zu, die als
unspezifische Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren (polyunsaturated fatty acids,
PUFA) in den Phospholipiden unterschiedlicher Membransysteme erklart wird. Die
Modifizierung speziell der mehrfach ungesattigten Fettsduren in Membranlipiden fihrt ohne
Schutzmechanismen zur oxidativen Schadigung mit der Folge der Peroxidbildung
(86,109,110). Zur Radikalentstehung kommt es nach erfolgreicher Abstraktion eines
Wasserstoffs an der zwischen zwei Doppelbindungen gelegenen CH,-Gruppe. Aus diesem
entstehen in einer sauerstoffabhéngigen Reaktion als Zwischenprodukt Alkyldioxylradikale,
deren intramolekulare Stabilisierung durch Dienkonjugation erfolgt. Die sich daraus
ergebende sterische Konfigurationsanderung mit dem Ergebnis der Streckung der
Molekule fuhrt zur ersten Stérung des intermolekularen Aufbaus der Membran. Im weiteren
Verlauf kommt es autokatalytisch zur Bildung von Lipidperoxiden, indem die
Alkyldioxylradikale die Wasserstoffabstraktion eines weiteren Fettsauremolekuils
katalysieren, wobei ein Lipidperoxid und das nachste Lipidradikal entstehen (86). Weitere
Sekundarreaktionen mit dem Ergebnis der Entstehung von u.a. Aldehyden, Dialdehyden,
Dicarbonylverbindungen, Hydroxy- und Ketosduren, sogenannte diffusible Molektle der
Lipidperoxidation, die auch fern vom Ort ihrer Entstehung Toxizitat vermitteln kénnen und
weiteren flr die Lipidperoxidation analytisch bedeutenden Umlagerungs- und
Folgeprodukten erscheinen unumganglich (69). Die erheblich groen Mengen an

Fettsdureperoxiden, die durch diesen zyklischen und autokatalytischen Prozess entstehen,
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fuhren zu Modifikationen der urspriinglichen Lipide, die tiefgreifende Anderungen zellularer
Funktionen nach sich ziehen (86). Die Folgen kénnen z.B. eine veranderte
Membranfluiditat und -permeabilitat, einhergehend mit einer gestorten Zellverformbarkeit
oder sogar die Zerstorung der Zellintegritat sein (129). Dabei kommt es durch den
Funktionsverlust, der in der Zellmembran vorkommenden Transportproteine und die
fehlende Regulation der Enzymaktivitditen durch die Membranlipide zu drastischen
Auswirkungen auf die Zellhoméostase. Durch freie Radikale kommt es weiterhin zu einer
Up-Regulation der Genexpression bzw. Aktivierung verschiedenster Molekile wie
Adhasionsmolekile, Matrixmetalloproteinasen, Vascular endothelial growth factor u.a.
(78,129). Angegeben werden vollstandige Zerstérung der Membran und Aufhebung des
Zusammenschlusses der Gesamtzelle durch Akkumulation der extrem reaktiven Molekdle
(86,169). An dieser Stelle sei nochmals erwahnt, dass spezifisch durch Enzyme
katalysierte Oxidationsreaktionen von Lipiden der Erzeugung von Eikosanoiden zugrunde
liegen. D.h., die Aktivierung der Eikosanoidsynthese fuhrt ebenfalls zur Entstehung

reaktiver Sauerstoffspezies (5,107).

1.3.2. Oxidative Schutzmechanismen

Zur Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies mit dem Ziel der Terminierung oben
beschriebener Prozesse, werden Antioxidantien verwendet. Unter diesem Begriff versteht
man Substanzen, die die Oxidation eines Substrates verzégern oder hemmen.
Zugrundeliegende Mechanismen zur Vermeidung der Zellschadigung kénnen sowohl auf

enzymatischer wie auch nicht-enzymatischer Grundlage basieren (Tabelle 2).
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Mechanismus

Verbindung

Bemerkungen

nicht-enzymatisch

a-Tocopherol

b-Carotin

Ascorbat
Glutathion
Harnsaure

Unterbricht Radikalketten
Reagiert mit reakt. Oy,
unterbricht Radikalketten
diverse antioxi. Funktionen
diverse antioxi. Funktionen

Radikalfanger

enzymatisch

Superoxiddismutase (SOD)

Glutathionperoxidase
(GSHPX)

Katalase

verschiedene Isoformen,
Bildung von H,0,
verschiedene Isoformen,
Abbau von Peroxiden
Abbau von H,0,

enzymatische

Hilfsmechanismen

Konjugationsenzyme

Glutathionregenerierung

Reparatursysteme

Glutathion-S-Transferase
Glucuronyltransferasen
Glutathionreduktase
DNA-Reparatur

Abbau oxidierter Proteine und

Lipide

Tab. 2: Verhinderung und Beseitigung oxidativer Schéaden (5)

Ein wichtiger Bestandteil des antioxidativen Schutzsystems ist die Glutathionperoxidase
(Abbildung 3). Diese katalysiert die Glutathion-abhangige Reduktion von organischen
Peroxiden und Wasserstoffperoxid. Die GSHPX-Aktivitat wird zu 70% im Zytosol und zu
30% in den Mitochondrien gefunden (5). Die verschiedenen Isoformen reagieren sowohl
mit durch Peroxidation geschadigten Membranphospholipiden, als auch mit oxidierten
Lipiden in Lipoproteinen. Bedeutungsvoll ist die Eliminierung von Lipidperoxiden, nach
durch

Hydroxyfettsauren, die dann der -Oxidation zugefiihrt werden kdonnen.

Protonierung  organischer  Dioxylradikale  entstehend, Reduktion  in
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Glutathion-

2GSH

Glutathion-
Reduktase

>

Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase

NADP* Glc-6-P

X

Peroxidase
R-OOH
H,O

R-OH

GS-SG NADPH/H" 6-P-Gluconat

Abb. 3: Funktion der GSHPX bei der Eliminierung von Lipidperoxiden

Ein weiteres effektives enzymatisches Schutzsystem ist die Superoxiddismutase mit einem
Vorliegen in allen aeroben Zellen in Form einer zytosolischen und einer mitochondrialen
Isoform (Abbildung 4). Die Differenzierung erfolgt anhand des Metallions im aktiven
Zentrum (5,151,180). Zytosolische SOD enthalt je ein Molekiil Cu®** und Zn?*, wahrend sich
bei der mitochondrialen SOD ein Molekil Mn®*" im aktiven Zentrum befindet (151). Die SOD
katalysiert die Dismutation des Superoxidradikals zu Wasserstoffperoxid und molekularem
Sauerstoff um den Faktor 10° (50,151,180). Wasserstoffperoxid kann dann wieder durch

GSHPX in u.a. H,O umgewandelt werden.

2e
202.>_\4
0O, 20, oxidative Schadigung
biologischer Molekiile
S
- 2H" Superoxiddismutase
oxidative Schadigung H,0,
biologischer Molekiile H,O
-—
Katalase
% 0,

Abb. 4: Entstehung und Abbau oxidativer Sauerstoffspezies
die die Konzentration reaktiver
Glutathion-S-

Transferasen. Sie katalysieren die Entstehung von Thioethern aus Glutathion und

Einen protektiven Effekt bieten Enzymsysteme,

Sauerstoffspezies gering halten wie beispielsweise die Gruppe der

reaktiven elektrophilen Verbindungen. Auch die Katalasen bieten Schutz vor oxidativem
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Stress durch Katalysierung der Dismutation von Wasserstoffperoxid in Wasser und
molekularen Sauerstoff (Abbildung 4).

Unter den nicht-enzymatischen Oxidantien spielt das a-Tocopherol eine besondere Rolle,
da es durch seine gute Lipidldslichkeit eine Unterbrechung der Lipidperoxidationskette
ermdglichen kann. Dabei wandelt es Peroxyradikale in entsprechende Lipidperoxyde um,
wobei Tocopherolradikale entstehen. Durch die Bildung stabiler polymerer Komplexe wird
die oxidative Schadigung terminiert. Das Tocopherolradikal zeichnet sich dadurch aus,
dass es mit Hilfe von Ascorbat zum Tocochinon reoxidiert wird. Das dadurch entstehende
Ascorbatradikal ist stabil und ruft keine weiteren Schédigungen hervor. Vitamin E in

Membranen fuhrt somit zu einem effektiven Schutz vor Lipidperoxidation (69).

1.3.3. Bedeutung der Hochfetterndhrung, der Lipid peroxidation und
des Eikosanoidstoffwechsels in der Karzinogenese un d

Metastasierung

Bei der Entstehung von Malignomen und deren Metastasierung vorzugsweise im Bereich
des Gastrointestinaltraktes, kommt der Ernahrung eine wichtige Rolle zu. Besonders die
Zusammensetzung der unterschiedlichen Fettsduren, scheint Einfluss auf die
Karzinogenese und Metastasierung von Tumoren zu nehmen (10,23,25,39,73,86,
91,135,145,148,155,162,194,196,197,200). Polyunsatturated fatty acids (PUFA) stellen
hierbei das Substrat fur die Lipidperoxidation dar. Eine Veranderung der
Zusammensetzung unterschiedlichster Fettsauren, scheint in diesem Zusammenhang zu
einer Verdnderung des Radikalenstoffwechsels zu fihren. Die durch Lipidperoxidation
entstandenen Radikale fihren neben einer Schadigung der Zellmembran zu einer Stérung
intrazellularer Proteine, mit der langfristigen Folge der zellularen Entdifferenzierung
(23,25). Daher lasst sich vermuten, dass eine Erh6hung des PUFA-Anteils zu einer
Forderung des Tumorwachstums und ggf. der Metastasierung flhrt. In dieser Studie
erreichten wir durch Erhdhung des Anteils von Linolsaure ( -6-PUFA) auf 11% und
Linolensaure ( -3-PUFA) auf 2% des Rohfettanteils, die Rate von Pankreaskarzinomen
und Lebermetastasen auf 100% zu erhdhen. In einer vorangegangenen Studie gelang

unserer Arbeitsgruppe durch alleinige Gabe von Linolensaure eine signifikante Steigerung
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der Lebermetastasierungsrate im Hamstermodell des Pankreaskarzinoms (196). In einer
prospektiven Studie Uber 14 Jahre zeigt Linolensaure ein moglicherweise erhéhtes Risiko
far die Erkrankung am Prostatakarzinom auf (105). Fischdl, ebenfalls eine -3-Fettsaure
konnte ein tumorfordernder Effekt nachgewiesen werden (8,10). Im Hinblick auf andere -
3-Fettsauren wie beispielsweise Eikosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure
(DHA) zeigen sich jedoch in diversen Studienmodellen bei verschiedensten Tumorentitaten
auch antiproliferative Effekte sowohl beim Primarius als auch in Bezug auf eine mdgliche
Metastasierung (45,86,103,105,145,155,158). Anderen Arbeitsgruppen gelang es
ebenfalls, unseren Ergebnissen entsprechend, eine proliferationsférdernde Wirkung von
Linolsaure auf Tumorzellen nachzuweisen (9,38,75,86,152,155,195,200). Allerdings konnte
in vitro ebenfalls eine antiproliferative Wirkung von Linolsaure und g-Linolensdure (GLA)
dargestellt werden (9,17,45,47,83,84,86). Sogar eine Verlangerung der Uberlebenszeit war
unter hochdosierter i.v.-Gabe von GLA bei Patienten mit inoperablem Pankreaskarzinom
nachweisbar (46). Eine grundséatzliche Einteilung der mehrfach ungeséttigten Fettsauren
der -3-Reihe zur Gruppe der Wachstumsinhibitoren respektiv die der -6-Reihe zur
Gruppe mit wachstumsfordernden Effekten kann somit daraus nicht resultieren. Auch die
Annahme, das Ausmald der apoptotischen Wirkung der PUFA nehme mit der Anzahl der
Doppelbindungen zu, kann nicht aufrechterhalten werden (64). Andere Studien legen die
bessere wachstumsinhibierende Wirksamkeit der GLA (drei Doppelbindungen) im
Vergleich zur DHA (sechs Doppelbindungen) dar. Allgemeine Giiltigkeit in Bezug auf die
anti-/proliferative Wirkung einzelner Fettsauren scheint daher nicht zu bestehen. Kritisch
erscheint hier die Tatsache, dass die alltagliche Erndhrung sowohl des Menschen als auch
der Versuchstiere der einzelnen Tiermodelle immer Gemische aller PUFA in
unterschiedlicher Konzentration enthalt. Die Diskrepanz der einzelnen Studienergebnisse
konnte daher in einer unterschiedlich zusammengesetzten Nahrungsfettkonzentration
begrundet sein, die sich in diversen Omega-3 zu Omega-6- Verhaltnissen widerspiegelt
(105,148,155,200). Die Relevanz hierfir scheint in der mangelnden Syntheseleistung des
Korpers, essentielle Fettsduren wie LA und LnA herstellen zu kdnnen, zu liegen
(86,135,158). Die nachfolgende Bildung von Metaboliten wie EPA, DHA und
Arachidonséaure (AA) sind an das Vorhandensein von Desaturasen und Elongasen, die zur

Einfugung von Doppelbindungen und zur Kettenverlangerung dienen, gebunden
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(86,158,200). Aufschlussreich erscheint dieser Ansatz bei der Klarung der antiproliferativen
Wirkung einiger PUFA auf Tumorzellen. Infolge ungentigender Exprimierung von
Desaturasen durch die Tumorzellen scheint es zu keiner weiteren Entséttigung der PUFA
zu kommen, mit der Folge der fehlenden Substratbereitstellung zur Lipidperoxidation (70).
Daher kommt es nach Uberbriickung dieses Stoffwechselweges durch Zugabe von
hochungesattigten Fettsduren wie EPA oder DHA zur UbermdafRigen Herstellung von
Lipidsuperoxiden und folglich zum Zelltod (64,70). Ungewiss ist jedoch die
Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses, da das Ausmal} der Schadigung der Tumorzellen
durch gesteigerte Lipidperoxidation in bisherigen Studien gering war (85). Demgegenuber
stinde die reduzierte antiproliferative Wirkung von geringer ungesattigten Fettsduren
(Linolsaure, Linolensdure) in Zusammenhang mit der schlechteren Substratbereitstellung
fur die Lipidperoxidation und der mangelnden Verstoffwechselung zu besseren Substraten
durch die Tumorzellen. Tumorzellen weisen neben einem geringeren PUFA-Gehalt
niedrigere Cytochrom P450-Aktivitaten auf, die die Lipidoxidation férdern bzw. unterhalten
(23). Ubergreifend zeigt sich jedoch in der Literatur, dass in Tumorzellen trotz
verminderter Ansprechbarkeit gegenuber Lipidperoxiden Membranschadden und daraus
folgend der Zelltod zu erwarten sind (86,129). Kontroverse Einstellungen werden auch bei
der Frage nach Invasivitat und Metastasierung der Tumorzellen aufgeworfen. Invasives
Verhalten und Metastasierung beruhen auf einem kaskadenartigen Ablauf vieler
miteinander verbundener Schritte. Zu den bedeutsamsten Vorgangen z&hlt hierbei der
Verlust der Zell-Zell-Adh&asion im Primartumor, die Proteolyse der Basalmembran mit
nachfolgender Adhésion und Invasion, die Fahigkeit, in das Zielorgan zu extravadieren,
Anschluss an die Zirkulation und das Uberleben dortiger Immunmechanismen, sowie die
Proliferation  sekundérer Kolonien mit Neovaskularisation und Angiogenese
(27,31,55,71,86,146). Zahlreiche Studien weisen auf die Einflussnahme von PUFA auf das
Tumorgeschehen, die Invasion und das metastatische Verhalten im Hinblick auf
Mechanismus und Regulation von Zell-Adhasion und weiteren einflussnehmenden
Faktoren hin (71,86,88,90,156). Vermutungen, die Zell-Zell-Adh&sion im Tumor werde
durch bestimmte PUFA in wachsendem Mal3e verbessert, was wiederum zur Senkung des
Invasionspotentials fuhrt, kann zwar durch einige Studien nachgewiesen werden, jedoch

zeigen sich auch widersprichliche Ergebnisse (86-88,91). Das metastatische Verhalten
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der Tumorzelle Gewebekompartimentgrenzen zu Uberwinden, kann andererseits durch
PUFA erniedrigt werden, indem die Adhé&sion von Tumorzellen an der extrazellularen
Matrix vermindert wird (83,87,90,91,123,154,157). Dementsprechend berichten einige
tierexperimentelle Studien Uber eine herabgesetzte Anzahl von Tumorzellen in
peritumoralen BlutgeféaRen (72,73). Andererseits wurde diese Auswirkung bisher nur far
einen Teil der Fettsduren spezieller untersucht (35,36,83,86,123). Tierexperimentell oder
in-vitro nachgewiesen werden konnte weiterhin die Forderung der Metastasierung bzw. der
Kompartimentiberschreitung  durch  bestimmte  PUFA  (8,9,10,72,154,155,196).
Nachweislich wurde eine erhohte Lebermetastasierung nach Sublimierung von
Linolensaure bei BOP-induziertem Pankreaskarzinom im Syrischen Goldhamster erbracht
(195,196). Eine gesteigerte Metastasierung konnte auch beim humanen Mammakarzinom
im Mausemodell unter Hochfettdiat mit -6-Fettsduren beobachtet werden (159). -3-
Fettsauren zeigen einerseits einen supprimierenden Effekt auf die Progression
metastatischer Foci bzw. das Tumorwachstum, wahrend sie in anderen Studien
proliferationsfordernd auf den Primartumor wirken (8,10,152,158,162). EPA konnte der
inhibierende Effekt auf die Kollagenase IV Produktion von Fibrosarkom- und
Melanomzellen nachgewiesen werden und deutet somit auf eine relevante Einflussnahme
in Bezug auf die Metastasierung hin (145). Aktuell haufen sich Beobachtungen, die
vermehrt auf einen antikarzinogenen Effekt von -3-PUFA hindeuten, bedtrfen jedoch zur
Sicherung dieser Aussage weitere klinische Versuche (148).

Der Einfluss der Lipidperoxidation im Zusammenhang mit PUFA und Metastasierung
konnte zum heutigen Zeitpunkt, trotz wachsender Aufmerksamkeit gegentber dem
Stoffwechsel der Eikosanoide in Tumorgeweben, noch nicht ausreichend geklart werden
(86,117,120,135,145,155,162,195,200). Die Gewebshormone scheinen nicht nur
proliferationsstimulierende und immunsuppressive Eigenschaften aufzuweisen, sondern
auch indirekt Einfluss auf den Radikalenstoffwechsel bzw. die Lipidperoxidation zu nehmen
(92,115,135,136,139,184,200). Insbesondere die Syntheseprodukte der Cox-2 scheinen
hierfir verantwortlich zu sein (9,89,115,139,184,189,198). Einzelne Tumorarten zeigen
einen Zusammenhang zwischen intensivierter Prostaglandinsynthese und hoherer lokaler
Aggressivitat und Invasivitat (9,29,51,89,107,115,116,146,155,156,184,200). Trotz

unzureichender  Untersuchung der Mechanismen der prostaglandinbedingten
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Invasivitatssteigerung gibt es wachsenden Anhalt fur eine immunmodulatorische und
prostaglandingesteuerte Apoptose und Angiogenese (11,92,107,115,135,139,146,155,
167,182,184,189,198). Die gesteigerte Expression von 5-Lox konnte in humanen
Osophagus-, Prostata-, Blase-, Kolon- und Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden
(29). Indes scheinen Leukotriene und Hydroxieikosatetraensduren (HETE) auch eine
entscheidende Rolle in Bezug auf die Metastasierungsbereitschaft der Tumoren zu spielen
(6,11,34,71,83,92,111,146). Leukotrien B, und 5-HETE konnte der gesteigerte Einfluss auf
die GefaRpermeabilitdt nachgewiesen werden (29). Weiterhin wurde belegt, dass die
gesteigerte Produktion von Leukotrien B, und 5-HETE einige Tumoren in die Lage
versetzt, Kollagenase Typ 4 zu synthetisieren (11,146). Dieses Enzym ist unter anderem
unerlaBlich far die Auflésung von in Basalmembranen enthaltenem Typ 4 Kollagen.
Proteinasen besitzen daher eine Schlisselfunktion beim Abbau der extrazellularen Matrix
(11,111,146,154,183). Obwohl bereits nachhaltige Untersuchungen Uber die Bedeutung
der Eikosanoide fur das Wachstum beim Kolonkarzinom, Mammakarzinom,
Osophaguskarzinom, Bronchialkarzinom und Pankreaskarzinom vorliegen, ist tber ihren
Einfluss auf die Lebermetastasierung und Lipidperoxidation beim Pankreaskarzinom bisher
wenig bekannt (9,11,29,71,73,83,93,107,111,115,135,146,158,173,175,182,183,184,189).

1.4. Begrindung und Erlauterung des Versuchsvorh  abens

Die schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms wird mafgeblich bestimmt durch die
meist spate Diagnosestellung und der sich daraus ergebenden geringen Resektionsrate
bei gleichzeitig friher und aggressiver Metastasierung des Tumors. Die Inzidenz liegt somit
nahe der jahrlichen Mortalitatsrate und macht ein langerfristiges Uberleben fast nicht
maoglich. Daher scheint es dringend erforderlich, zu den bisherigen Therapien weitere
Entwicklungen von unter anderem palliativen Behandlungsmoéglichkeiten voranzutreiben,
um die Uberlebenszeit und die Lebensqualitat der Patienten mit nicht mehr kurativ
resektablem Tumor zu verbessern. Dabei stellt die Haupttodesursache der am
Pankreaskarzinom Erkrankten neben dem Lokalrezidiv eines resezierten Tumors, die
Lebermetastasierung dar. Neben den bereits etablierten adjuvanten Therapiemalinahmen

sollte eine effektive Therapieform entwickelt werden, die zur Verlangsamung bzw.
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Inhibierung der Lebermetastasierung fuhrt. Demzufolge erscheint ein tierexperimentelles
Modell, mit standardisierter Versuchsanordnung und Reproduzierbarkeit notwendig. Als
sehr gut geeignet erschien uns das Tiermodell des BOP-induzierten Pankreaskarzinoms
des Syrischen Goldhamsters: nicht nur wegen seiner guten Durchfihrbarkeit der
Tumorinduktion bei gleichzeitig hohen Tumorinzidenzen, sondern auch wegen der
histologischen,  biochemischen und  klinischen  Ahnlichkeit des induzierten
Pankreaskarzinoms mit dem zu 80% auftretenden duktalen Adenokarzinom des Pankreas
beim Menschen. Zur Optimierung der Studienbedingungen war es zunachst notwendig,
durch diatetische Modifikation die in diesem Tiermodell betragende
Lebermetastasierungsrate von ca. 30% auf bis zu 100% zu erhdhen. Um dieses zu
bewirken, wurde demnach eine Hochfettdiat in Form eines Spezialfutters (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) mit einem ausgewé&hlten Rohfettanteil von
21,4% (im Vergleich zu 3,5% im Standardfutter) verwendet, deren Gehalt an a-
Linolensaure 2% und der an Linolsdure 11% betrug. Mehrfach ungesattigte Fettsauren
scheinen nach aktueller Studienlage einen Einfluss auf Entstehung und Wachstum
verschiedener Tumorarten zu haben. In vorangegangenen Studien ist unserer Ansicht
nach die gesteigerte Lebermetastasierung ebenfalls durch die erhdéhten Anteile von
Linolsdure und a-Linolensaure begrindbar. Die offenkundigen Zusammenhange zwischen
Lebermetastasierung, Hochfetterndhrung, Eikosanoidstoffwechsel und Lipidperoxidation
veranlassten uns, eine genauere Untersuchung der unterschiedlichen Faktoren bei diesem
Tiermodell vorzunehmen. Zur Evaluierung erfolgte sowohl die Analyse der Inzidenz,
Anzahl pro Tier und Gro3e der Lebermetastasen, wie auch die Inzidenz der
Pankreasproben. Das Ausmald der Lipidperoxidation bestimmten wir durch
Aktivitdtsmessung der antioxidativen = Schutzenzyme  Glutathionperoxidase und
Superoxiddismutase sowie der Konzentration der Thiobarbitursaure in metastatischen und
metastasenfreien Leberproben. Der standardisierte Versuchsaufbau dieses Tiermodells
zielte darauf ab, unter Hochfettdiat und BOP-Induktion den Einfluss der Eikosanoide auf
die Lipidperoxidation und Lebermetastasierung unter einzelner und kombinierter Hemmung
der Cyclooxygenase-2 und 5-Lipoxygenase zu evaluieren. Unsere Hypothese stitzt sich
dabei auf die Annahme, dass die Therapie mit COX-2-Hemmern und LOX-5-Hemmern

einzeln und/oder in Kombination zu einer Erniedrigung der intrahepatischen
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Lipidperoxidation und/oder Steigerung der intrametastatischen Lipidperoxidation fihren

und somit zu einer Erniedrigung der Metastasierung fihren konnten.

2. Material und Methoden

2.1. Tiermodell

2.1.1. Tierhaltung und Versuchsgruppeneinteilung

Die behdrdliche Genehmigung dieses Tierversuchs erfolgte am 24.09.1999 durch das
Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin unter
der Registriernummer 0115/99.

120 mannliche, 8 Wochen alte Syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus, Fa. Harlan-
Winkelmann, Paderborn, Deutschland) wurden unter standardisierten Bedingungen
(Raumtemperatur 21+ 5T, Luftfeuchtigkeit 70+10%, 10 Luftwechsel / Stunde, 12:12-
Stunden Tag-/ Nachtzyklus) in Einzelkafigen gehalten und nach einwdOchiger

Akklimatisierungszeit, wie in Tabelle 3 dargestellt, randomisiert.

Gruppe |Tier-Anzahl Erndhrung Tumorinduktion | Celebrex Zyflo
1 15 Hochfettdiat (HF) nein nein nein
2 15 HF nein ja nein
3 15 HF nein nein ja
4 15 HF nein ja ja
5 15 HF ja nein nein
6 15 HF ja ja nein
7 15 HF ja nein ja
8 15 HF ja ja ja

Tab. 3 : Einteilung der Tiere in Versuchsgruppen
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2.1.2. Erndhrung der Versuchstiere

In vorangegangenen Studien fuhrte die Gabe der unten aufgefuhrten Spezialdiat zu einer

signifikanten Steigerung der Lebermetastasierung auf ca. 90 % im Vergleich zu 30% der

mit Standardfutter ernéhrten Kontrollgruppe (196).

Die Hamster aller Gruppen erhielten eine Hochfettdiat in Form eines Spezialfutters (ssniff

Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) mit einem ausgewé&hlten Rohfettanteil von

21,4% (im Vergleich zu 3,5% im Standardfutter), dessen Gehalt an a-Linolensdure (ALS)

2% und der an Linolséure (LS) 11% betrug. Weiterhin enthalten waren Fettsduren, deren

gaschromatographisch ermittelter Gehalt in Tabelle 4 dargestellt ist. Die restlichen

Futterinhaltsstoffe sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Alle Tiere hatten unbegrenzten

Zugang zu Trinkwasser und Futter.

Trivialname der Kurzformel Prozentualer Anteil Prozentualer Anteil
Fettsaure in der im
Hochfettdiat Standardfutter
Palmitinsaure C 16:0 2,0 0,3
Stearinsaure C 18:.0 1,0 0,2
Olsaure ci18:1 4,4 0,7
Linolséure c18:2 11,0 1,8
Linolensaure c18:3 2,0 0,3
Arachidonsaure C 20:4 0,4 0,07
Eikosapentaensaure C 225 0,3 0,05
sonstige Fettsauren |C8:0 bis C22:6 jeweils < 0,3 jeweils < 0,05

Tab. 4: Fettsaurengehalt im Futter
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Inhaltsstoff Anteil in der Anteil im
Hochfettdiat Standardfutter
Rohprotein 16,5% 20,0%
Rohfett 21,4% 3,5%
Rohfaser 4,9% 8,0%
Rohasche 5,7% 6,5%
Kalzium 1,0% 1,0%
Phoshor 0,7% 0,7%
Natrium 0,15% 0,15%
Magnesium 0,2% 0,2%
Kalium 1,0% 1,0%
Lysin 1,1% 1,1%
Glycin 1,0% 1,0%
Leucin 1,5% 1,5%
Arginin 1,4% 1,4%
Phenylalanin 1,0% 1,0%
Asparaginsaure 2,0% 2,0%
Glutaminsaure 3,9% 3,9%
Valin 1,0% 1,0%
Mangan 80mg/kg 80mg/kg
Kupfer 12mg/kg 12mg/kg
Zink 75mg/kg 75mg/kg
Jod 2mg/kg 2mg/kg
Eisen 220mg/kg 220mg/kg
Selen 0,2mg/kg 0,2mg/kg
Kobalt 2mg/kg 2mg/kg
Vitamin A 15.0001E/kg 15.0001E/kg
Vitamin D3 1.0001E/kg 1.0001E/kg
Vitamin E 100mg/kg 100mg/kg
Cholin 1.600mg/kg 1.600mg/kg
Nikotinsaure 60mg/kg 60mg/kg
Inosit 50mg/kg 50mg/kg

Tab. 5: Futterinhaltsstoffe
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2.1.3. Phase der Tumorinduktion

Uber einen Zeitraum von 16 Wochen erhielten die Tiere der Versuchsgruppen 5-8 eine
wochentliche subkutane interskapulére Injektion von 10mg/kg Kérpergewicht N-Nitrosobis-
2-oxopropylamin (Ash Stevens Chemicals Ltd., Detroit, USA) zur Induktion eines duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas. Jeweils unmittelbar vor jeder Anwendung wurde BOP in
0,9%iger Natriumchlorid-Losung (B. Braun GmbH, Melsungen, Deutschland) im Verhaltnis
von 3mg/1ml gel6st. Zeitgleich erhielten die Versuchsgruppen 1-4 ebenfalls wéchentlich
subkutan und interskapular 0,5ml 0,9%iger Natriumchlorid-L6sung (B. Braun GmbH,
Melsungen, Deutschland) injiziert. Im Vorfeld jeder Injektion erfolgte die kurzzeitige
Betaubung der Tiere mittels einer Athernarkose (Hoechst / Marion-Roussel GmbH,
Frankfurt, Deutschland).

2.1.4. Therapiephase

Die Therapie vollzog sich in unmittelbarem Anschluss an die viermonatige Induktionsphase
und nahm ebenfalls einen Zeitraum von 16 Wochen in Anspruch.

Im Zuge der Therapiephase erhielten die Versuchsgruppen 2 und 6 jeweils 7mg Celebrex
(Pfizer, zdrich, Schweiz), die Versuchsgruppen 3 und 7 jeweils 28mg Zyflo (Abbott,
Chicago, USA) und die Versuchsgruppen 4 und 8 Celebrex und Zyflo zusammen in oben
genannter Dosierung taglich oral verabreicht.

Den Tieren der Versuchsgruppe 1 und 5 wurden in der Therapiephase keine Medikamente

zugeteilt.

2.2. Histologische Aufarbeitung

2.2.1. Studienbeendigung / Obduktion

32 Wochen nach Beginn der Studie erfolgte die Totung der Tiere mittels einer

Ursotaminnarkose (Serumwerk Bernburg GmbH, Bernburg, Deutschland). Zur Obduktion
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wurde eine mediane Laparotomie vom Processus xiphoideus bis zum Penisansatz
durchgefihrt. Die Leber- und Pankreasentnahme erfolgte nach Inspektion aller
Bauchorgane. Protokollmafig festgehalten wurden das Korpergewicht, das Lebergewicht
und das Pankreasgewicht jedes einzelnen Tieres.

In den Versuchsgruppen 1-4 war nicht mit dem Auftreten von Pankreaskarzinomen und
Lebermetastasen zu rechnen, da diese Tiere protokollgemafl kein BOP erhalten hatten.
Von den Tieren dieser Versuchsgruppen wurden standardisiert aus dem Pankreas
(26+9mg) und dem Lobus sinister lateralis Proben exzidiert (34+11mg) und in direktem
Anschluss fir die biochemischen Untersuchungen bei —80C eingefroren.

Ferner erfolgte bei den mit BOP behandelten Tieren der Versuchsgruppen 5-8 nach
Entnahme von Leber und Pankreas eine standardisierte Probenentnahme sowohl unter
makroskopischer als auch auflichtmikroskopischer (neoLab Stereomikroskop, Eschenbach
GmbH, Deutschland) Kontrolle aus den Bereichen der soliden Raumforderungen des
Pankreas. Die tumorverdachtigen Lasionen wurden fur die histologische Untersuchung in
10%iges gepuffertes Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., Dorset, Grof3britannien)
gegeben. Die Leber wurde sofort nach Entnahme in 2mm Abstdnden lammeliert.
Makroskopisch und auflichtmikroskopisch wurde auch hier auf solide Raumforderungen
untersucht. Die Anzahl und die GroR3e der unter dem Auflichtmikroskop zweidimensional
vermessenen und als metastasenverdachtig angesehenen Herde in der Leber wurden
festgehalten, so dass fur jedes betroffene Tier die Metastasenzahl und deren
durchschnittliche Grél3e angegeben werden konnte. Bei Raumforderungen, die sich tber
mehr als eine Lamelle erstreckten, wurde nach Messung der zweidimensionalen
Ausdehnung an jeder einzelnen Lamelle anschlielend der Mittelwert bestimmt. Eine
Probenentnahme fir die Histologie, die in 10%iges Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd.,
Dorset, Grof3britannien) gegeben wurde, erfolgte aus jedem metastasenverdachtigen Herd.
Nach anschlieRender Exzision der verdachtigen Herde aus der Leber wurden diese
gesammelt (26+11mg) und unverziglich fur die biochemischen Untersuchungen bei —-80C

eingefroren.
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2.2.2. Histologische Untersuchungen

Die nach der Obduktion in Metallkassetten (Shandon Ltd., Runcorn, Grof3britannien)
gelagerten und in Formaldehyd gegebenen Proben wurden im Entwésserungsautomaten
Histokinette 2000 (Reichert-Jung GmbH, Wien, Osterreich) entwassert und danach auf der
Giel3station TBS 88 (Medite AG, Jena, Deutschland) mit Paraffin (Merck AG, Darmstadt,
Deutschland) Uberschichtet. Eingebettet in Gewebskapseln (Shandon Ltd., Runcorn,
Grol3britannien) wurden die Paraffinblécke mit dem Rotationsmikrotom HM 350 (Microm
GmbH, Walldorf, Deutschland) mit einer gewéhlten Schnittdicke von 2-3 nm geschnitten.
Nach Behandlung im Paraffin-Streckbad TFB 35 (Medite AG, Jena, Deutschland) erfolgte
das Aufziehen auf Objekttrager (Menzel Glaser KG, Braunschweig, Deutschland). Die
anschlieende Trocknung der Objekttrdger wurde bei 75T fiur 45min im Brutschrank
Modell 200 (Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland) durchgefuhrt. Nach Abkuihlung
der Objekttrdger wurden die Schnitte unter dem Abzug Hyperclean (Shandon Ltd.,
Runcorn, Grol3britannien) durch zweimaliges jeweils funfminitiges Xylolbad (Baker,
Deventer, Niederlande) entparaffiniert. Im weiteren Arbeitsablauf wurden die Schnitte in
absteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., Dorset, Grof3britannien) dehydriert und
in Aqua bidest gewaschen, bevor sie mit Hamatoxylin und Eosin (Merck AG, Darmstadt,
Deutschland) standardisiert gefarbt wurden. Nach nochmaliger Waschung in Aqua bidest
wurde abschlieend in aufsteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., Dorset,
GrolRbritannien) entparaffiniert. Die letztendliche Platzierung der Deckglaser (Menzel
Glaser GmbH, Braunschweig, Deutschland) wurde nach abschlieRendem Xylolbad (Baker,
Deventer, Niederlande) durchgefuhrt. Das Lichtmikroskop Kolleg SHB 45 (Eschenbach
GmbH, Nirnberg, Deutschland) diente zur histologischen Beurteilung.

Die Klassifizierung der entnommenen Proben aus tumorverdachtigen Pankreaslasionen
folgte den Kriterien nach Meijers et al. (122). In die Berechnung der Induktionsrate wurden
nur Tiere eingeschlossen, die ein invasives duktales Adenokarzinom des Pankreas
aufwiesen. In die Berechnung der Inzidenz von Lebermetastasen, der Anzahl von
Lebermetastasen pro Tier und der durchschnittlichen Grol3e der Lebermetastasen wurde

die Klassifizierung der wahrend der Obduktion aus hepatischen Raumforderungen
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entnommenen Proben, den Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms entsprechend,

mit einbezogen.

2.3.  Biochemische Untersuchungen

2.3.1. Chemikalien und Gerate

Die Bestimmung der GSHPX-Aktivitat folgte nach dem Prinzip von Paglia und Valentine
(137). Es wurde der Testkit RANSEL (Randox Ltd., Gro3britannien) verwendet, in welchem
das Reagenz, bestehend aus Glutathion + Glutathionreduktase + NADPH, ein 50mM

Phosphat-EDTA-Puffer, 0,18mM Cumenhydroperoxid und Verdinnungsmittel enthalten

waren.

Basierend auf der Methode nach Beauchamp und Fridovich (16) wurde die SOD-Aktivitat

bestimmt. Verwendung fand der Testkit RANSOD (Randox Ltd., Grol3britannien) mit dem

Mischsubstrat Xanthin und [.N.T. [(2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-

phenyltetrazoliumchlorid] sowie 50mM CAPS-EDTA-Puffer und Xanthinoxidase (80U/I). Die

optimale Gewebekonzentration belief sich auf 0,05-0,1 mg/ml Testvolumen.

Fur die Proteinbestimmung nach Lowry wurden folgende Chemikalien benétigt (114):
Kalium-Natrium-Tartrat-4-hydrat (2%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda,
Deutschland),

Kupfersulfat-4-hydrat (1%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda, Deutschland)
Natriumkarbonat wasserfrei (0,5m in 1n Natronlauge, Merck AG, Deutschland)
Folins Reagenz (Merck AG, Deutschland).

Fur die Bestimmung der Lipidperoxidations-Produkte als Thiobarbitursdure-reaktive

Substanzen (TBARS) wurden folgende Chemikalien verwendet:

Azetatpuffer (ph=3,5) hergestellt aus 40%iger Essigsaure (aus analytisch reinem
Eisessig; Merck AG, Deutschland), die mittels 5n Natronlauge (Merck AG,
Deutschland) auf einen ph-Wert von 3,5 eingestellt und auf das doppelte Volumen
aufgefillt wurde,

SDS (Natriumdodecylsulfat, 8,1%ige Losung in Aqua dest; Serva GmbH,
Deutschland),
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n-Butanol (Merck AG, Deutschland),
BHA (3-Tert-butyl-4-hydroxyanisol), 0,05mg/ml; Lésungsmittel: Ethanol-Wasser-
Gemisch (1:1),
Malondialdehyd-Standard, hierfir wurde Malondialdehyd modifiziert nach
Esterbauer und Haberland hergestellt. Um den Prozel3 der s&urekatalysierten
Hydrolyse weitgehend zu beenden, wurde eine 10mM Lo6sung von
Malondialdehydbisdiethylacetal in 1%iger Schwefelsaure eine Stunde inkubiert.
Die photometrischen Aktivitatsbestimmungen der GSHPX und der SOD und die Ermittlung
der Proteingehalte fand mit dem UV-VIS Scanning Spektrophotometer UV-2101 PC
(Shimadzu, Japan) statt. Die Messung der TBARS-Konzentration wurde am
Spektrofluorophotometer RF-5001 PC (Shimadzu, Japan) durchgefihrt.
Weiterhin Verwendung fanden:
Schittelmaschine (Labortechnik llmenau, Deutschland),
Zentrifuge T 23 (Janetzki, Polen),
Homogenisator Omni International 2000 (Digitana, Schweiz),
Ultrahomogenisator Labsonic 1510 (B. Braun AG, Deutschland) und

Laborwaage Sartorius excellence (Sartorius AG, Deutschland).

2.3.2. Herstellung des Homogenats

Fur die biochemischen Untersuchungen der bei der Obduktion gewonnenen und
unverziglich eingefrorenen Proben von metastatischem und metastasefreiem
Lebergewebe aller Versuchsgruppen, mussten diese homogenisiert werden. Die GSHPX-
und SOD-Bestimmung setzte eine viermalige 15 Sekunden anhaltende Homogenisierung
des Probenmaterials mit eiskaltem 0,1mol/I-Phosphatpuffer (ph=7,4) unter Kiihlung voraus.
Fur die TBARS-Bestimmung wurde das Probenmaterial ebenfalls unter Kiihlung 4mal je 15
Sekunden mit 0,01% Butylhydroxyanisol (ph=7,4) enthaltender eiskalter 140mmol/l-
Natriumchlorid-Losung homogenisiert. Die Lagerung der so gewonnenen Homogenate
erfolgte bei —-80C. Diese wurden vor den Messungen jeweils 15 Sekunden

rehomogenisiert.
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2.3.3. Bestimmung der GSHPX-Aktivitat

2.3.3.1.  Prinzip der GSHPX-Aktivitdtsbestimmun ¢

Das Vorgehen orientiert sich an dem Prinzip von Paglia und Valentine (137). Die Oxidation
von Glutathion durch Cumenhydroperoxid wird durch GSHPX katalysiert, so dass durch
Disulfidbriickenbildung das oxidierte Glutathion (GSSG) entsteht. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von reduziertem Glutathion und NADPH kommt es zur sofortigen Reduktion
von GSSG bei gleichzeitiger NADPH-Oxidation. Die dadurch entstehende Abnahme der

NADPH-Extinktion ist Messziel der hier verwendeten Methode.

2.3.3.2. Durchfuihrung und Berechnung der Erge  bnisse

Leerwertmessung | Probenmessung
Probe ] 0 10
Aqua bidest [m] 50 40
Reagenz [m] 500 500
Cumenhydroperoxid [m] |20 20

Tab. 6: Pipettierschema fur die GSHPX-Aktivitatsmessung

Nach guter Durchmischung der Proben und direktem Pipettieren in die MeRRklvette wurde
die Messung bei folgenden Parametern durchgefuhrt: 340nm Wellenlange, 37C
Temperatur, 3 Minuten Reaktionszeit, 0,5cm  Kivettenschichtdicke, Luft als
Vergleichsprobe.

Die Berechnung der Ergebnisse liegt dem Lambert-Beerschen Gesetz zugrunde: DE=c*d*e
(DE = Extinktions&nderung, c¢ = Konzentration, d = Kivettenschichtdicke, e = konstanter
Extinktionskoeffizient 6,22*10°/mol*cm). Daraus folgt die Umstellung des Lambert-
Beerschen Gesetzes nach ¢ und somit die Konzentrationsberechnung der Probe.
Eingefugt wurde der Verdiinnungsfaktor. Die Ergebnisse wurden auf mg Proteingehalt

korrigiert.
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2.3.4. Bestimmung der SOD-Aktivitat

2.3.4.1. Prinzip der SOD-Aktivitatsbestimmung

Auf der Methode von Beauchamp und Fridovich (16) beruht der hier angewandte Testkit,
der mittels Xanthin und Xanthinoxidase zur Bildung von Superoxidradikalen fuhrt, die
wiederum mit ILN.T. zu einem roten Farbstoff reagieren. Da die SOD ihrerseits die
Dismutation von Superoxidradikalen zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid
katalysiert, kann ihre Aktivitat tber den Grad der Hemmung der o.g. Reaktion bestimmt

werden.

2.3.4.2.  Durchfiihrung und Berechnung der Ergeb  nisse

Leerwertmessung |Probenmessung
Probe [ni] 0 95-5
Aqua bidest [m] 100 5-95
Mischsubstrat [m] |340 340
Xanthinoxidase [m] |50 50

Tab. 7: Pipettierschema fiir die SOD-Aktivitdtsmessung

Vor der Messung der Proben wurden diese soweit mit Aqua bidest verdunnt, dass die
Messwerte zwischen 30% und 60% Hemmung lagen. Nach direktem Pipettieren in die
Klvette und guter Durchmischung der Proben konnte unter folgenden Bedingungen die
Messung erfolgen: 505nm Wellenlange, 37C Temperat ur, 3 Minuten Reaktionszeit, 0.5cm
Klvettenschichtdicke, Luft als Vergleichsprobe.

Die Angabe der Messwerte erfolgte als Extinktionsanderung*10°/min. Zur Umrechnung in
die prozentuale Hemmung der Formazanreaktion wurde folgende Gleichung angewandt:
%Hemmung = 100 — [(DE*minp/ope*100)/ DE*Min™ cemer]. Der Aktivititsangabe in units
liegt die Definition 1U SOD-AKktivitat entspricht 50% Hemmung zugrunde. Die so erhaltenen

Werte wurden auf mg Proteingehalt korrigiert.
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2.3.5. Proteinbestimmung nach Lowry

2.3.5.1. Prinzip der Proteinbestimmung

Cu?*-lonen in alkalischer Lésung ergeben mit einer Verbindung, die mindestens zwei
Peptidbindungen aufweist, einen violetten Komplex. Nachteil dieser sogenannten Biuret-
Methode ist die geringe Sensitivitdt und der umfangreiche Bedarf an Probenmaterial, der
zur Bestimmung benétigt wird. Zur Anwendung kam daher nach Lowry eine Kombination
der Biuret-Methode mit  einer Reduktion von Phosphorwolfram- und
Phosphormolybdansaure (Folins Reagenz) zu Wolfram- bzw. Molybdanblau durch die
aromatischen Seitenketten des im Kupferkomplex gebundenen Tyrosins und Tryptophans
(114).

2.3.5.2.  Durchfuihrung und Auswertung

Zur Herstellung von 50 ml Gebrauchslosung wurden 0,5ml Kupfersulfat-Losung, 0,5ml
Kalium-Natrium-Tartrat-Lésung und 49ml Natriumkarbonat-Lésung zusammengegeben.
1,5ml Gebrauchslosung wurden anschlielBend mit 25m des vorher 1:100 verdinnten und
mit 225m Aqua bidest versetzten Gewebehomogenates inkubiert. Daraufhin wurden unter
starkem Schutteln 150m Folins Reagenz dazugegeben. Die Messung der Proben erfolgte
nach einstindiger Inkubation bei 750nm Wellenldnge, 25C Temperatur, 0,5cm
Klvettenschichtdicke, Leerwert als Vergleichsprobe. Die Auswertung erfolgte Uber eine
Kalibrierfunktion.
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2.3.6. Bestimmung der Lipidperoxidations-Produ  kte

2.3.6.1.  Prinzip der Lipidperoxidations-Produk  tbestimmung

Die Methode basiert auf dem Prinzip von Ohkawa (133). Beschrieben wird die
fluorimetrische Bestimmung der Konzentration des roten Polymethinfarbstoffes, der sich
durch Reaktion von Lipidperoxidationsprodukten mit Thiobarbitursaure (TBA) bildet. Daher
werden die diese Reaktion eingehenden  Lipidperoxidationsprodukte  als
Thiobarbitursaurereaktive Substanzen (TBARS) bezeichnet. Bei Studienbeginn war der
teilweise kritische Aspekt der MelZmethode im Hinblick auf Art der Probengewinnung bzw.
—aufbewahrung und weiterhin die nicht unproblematische Spezifitat des Tests bekannt
(81). Nach Erfahrungen mit vorangehenden Untersuchungen kdénnen wir jedoch davon
ausgehen, dass artefizielle Verdnderungen des TBARS-Levels durch strenge
Standardisierung aller Arbeitsschritte verhindert werden konnen. Die Standardisierung
sieht ein sehr schnelles Einfrieren der Gewebe nach Entnahme, Aufbewahrung der Proben

in Flussigstickstoff, Homogenisierung und Analyse in Gegenwart von Antioxidantien vor.

2.3.6.2. Durchfiihrung und Auswertung

Zu 20m des Homogenates wurden 0,8 ml der Reaktionslosung bestehend aus 1,35mol/l
Azetatpuffer, 0,15mol/l SDS und 20mol/l TBA hinzugefiigt, bevor die Mischung mit NaOH
auf einen ph von 3,5 eingestellt und fur 60 Minuten im Wasserbad (90C) erwarmt werden
konnte. Darauf folgte eine 5Sminitige Abkihlung im Eiswasser mit der nachfolgenden
Hinzugabe von 200m Aqua bidest und 1ml n-Butanol/Pyridingemisch (Verhaltnis 15/1). Im
Anschluss daran wurde die Mischung fur 20 Minuten geschiittelt, um anschlie3end 10
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert zu werden.

Hinterher wurde die Messung in der Uberstehenden organischen Phase bei 515nm
Wellenlange fur Exzitation, 553nm Wellenlange fir Emission, 25C Temperatur, 0,5cm
Klvettenschichtdicke, 1.1.3.3-Tetraethoxypropan als Standard durchgefihrt. Die
Auswertung erfolgte tber eine Kalibrierfunktion.
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2.4. Statistische Berechnungen

Alle Werte wurden als prozentuale Haufigkeiten oder als Mittelwert+Standardabweichung
angegeben. Bei quantitativen Daten erfolgte ein Normalitatstest nach Shapiro und Francia.
Bei normalverteilten Parametern wurden die Mittelwertvergleiche zwischen den
Versuchsgruppen als Einfaktorielle Multivarianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Beim
Vorliegen von vergleichbaren Varianzen in den Versuchsgruppen erfolgte die Post-Hoc-
Korrektur nach dem Bonferroni-Modell. Lagen hingegen zwischen den Gruppen ungleiche
Varianzen vor, wurde als Post-Hoc-Korrektur das Dunnett’s-T3-Modell gewahilt.

Bei nicht normalverteilten Parametern erfolgten die Mittelwertvergleiche zwischen den
Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test. Bei Ablehnung der globalen Nullhypothese fanden die
folgenden Einzelvergleiche zwischen den Gruppen als Mann-Whitney-U-Test mit
Bonferroni-Korrektur zur Vermeidung der a-Fehlerkumulierung statt. Die Vergleiche
innerhalb einer Versuchsgruppe zwischen metastatischen und nicht-metastatischen
Werten wurden bei Normalverteilung als T-Test fur gepaarte Stichproben durchgefiihrt. Bei
nicht normalverteilten Parametern fanden diese Vergleiche als Wilcoxon-Vorzeichen-
Rangsummen-Test statt. Die kategoriellen Daten wurden angesichts der kleinen Umfange
mit dem Fisher-Test verglichen. Das Signifikanzniveau wurde grundsatzlich mit 95%
(p<0,05) definiert. Alle Berechnungen wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 9.0°
fur Windows98® durchgefiihrt.
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3.  Ergebnisse

3.1. Letalitat wahrend des Versuchszeitraums

Die Letalitat im Versuchszeitraum ist in Tabelle 8 dargestellt.

Versuchsgruppe Anzahl (n) Letalitat
verstorbener Tiere in %
1 (HF, £BOP, A Celebrex, A Zyflo) 0 0
2 (HF, £BOP, Celebrex, £ Zyflo) 2 13,3
3 (HF, £BOP, A£Celebrex, Zyflo) 1 6,7
4 (HF, £BOP, Celebrex, Zyflo) 0 0
5 (HF, BOP, A£Celebrex, £ Zyflo) 7 46,7
[p<0,05 vs alle anderen Gruppen]
6 (HF, BOP, Celebrex, A& Zyflo) 4 26,7
[p<0,05 vs Gruppe 1,3,4,7]
7 (HF, BOP, £Celebrex, Zyflo) 0 0
8 (HF, BOP, Celebrex, 2Zyflo) 4 26,7

[p<0,05 vs Gruppe 1,3,4,7]

Tab. 8: Letalitat der Versuchsgruppen 1-8
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3.2. Makroskopie und Auflichtmikroskopie

3.2.1. Makroskopie und Auflichtmikroskopie des Pankreas

3.2.1.1. Inzidenz pankreatischer Raumforderungen

Im Pankreas der Gruppen 1-4 waren erwartungsgemaf nach der Obduktion der Tiere

keine Raumforderungen nachweisbar. Die Inzidenz pankreatischer Raumforderungen

betrug in den Gruppen 5-8 100%.

Inzidenzen (%)

100% A

90% -

80% -

70% A

60% -

50% -

40% -

30% -

20% A

NN N N NN NN NN

10% A

0% -
Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 5 -8

Abb. 5: Inzidenz pankreatischer Raumforderungen der BOP-induzierten Gruppen 5-8

Die Pankreastumoren lagen im splenischen und gastrischen Pankreasanteil.
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3.2.2. Makroskopie und Auflichtmikroskopie der Leber

3.2.2.1 Inzidenz und Anzahl metastasenverdachtiger Raumford erungen
Wie erwartet, zeigten sich in den Gruppen 1-4 keine Lebermetastasen.
Auflichtmikroskopie der Lebern ergab fiir die Gruppen 5-8 die in Abbildung 6 dargestell

Inzidenzen von metastasenverdéchtigen Herden.

Inzidenzen (%)

100% 1]

90% <1

80% <

70% 17

60% 11

50% -

40% 171

30% 7

20% 17

10% 4

0% -
Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 5 -8
Abb. 6: Inzidenz metastasenverdachtiger Leberherde der BOP-induzierten Gruppen 5-8,

* (p<0,05 vs Gruppe 5-7)

Die

ten

Zwischen der Gruppe 8 einerseits und den Gruppen 5-7 andererseits bestanden

signifikante Unterschiede (p<0,05).
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Die Anzahl der metastasenverdachtigen Leberherde bei den Tieren der Gruppen 5 -8

ist in Abbildung 7 dargestellt.

Metastasenverdachtige Herde (n)

10
9
8 -
7 T T
6
*
5
4
3
2
1
0 ‘ . .
Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo Bop+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 5-8
Abb. 7: Anzahl (n ) metastasenverdachtiger Herde in der Leber der BOP-induzierten

Gruppen 5-8 (Mittelwerte + Standardabweichung), *(p<0,05 vs Gruppe 5-7)

Der Unterschied zwischen der Gruppe 8 und den Gruppen 5-7 war signifikant (p<0,05).

53



3.2.2.2 GrolRe metastasenverdachtiger hepatischer Raumforder ungen

In Abbildung 8 ist die durchschnittliche Grol3e der metastasenverdachtigen hepatischen

Raumforderungen bei den Tieren der Versuchsgruppen 5-8 dargestellt.

GréRe (mm ?)

15
14
13
12
11
10

©

OFR NWMAOUUTO N

Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 5 -8
Abb.8 : Grole (mm?) metastasenverdachtiger Herde in der Leber,

(Mittelwerte + Standardabweichung), * (p<0,05 vs Gruppe 5-7)

Bei den Gruppen 5-7 zeigten sich hinsichtlich der GréRe der metastasenverdachtigen
Herde in der Leber keine signifikanten Unterschiede (p>0,05).
Jedoch weist die Kombinationstherapie von Celebrex und Zyflo in Gruppe 8 auf eine

signifikante (p<0,05) Verkleinerung der Lebermetastasen hin.
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3.3.  Histologische Ergebnisse

3.3.1. Klassifikation der pankreatischen Raumfo  rderungen

Die Klassifizierung der Raumforderungen folgte den Kriterien nach Meijers et al. (122). In
allen Fallen konnten invasiv wachsende Anteile duktaler Adenokarzinome dokumentiert
werden. Ferner lieBen sich in annéhernd jedem Praparat Vorstufen wie papillare und/oder
duktale Hyperplasien, atypische Hyperplasien und in—situ—Karzinome nachweisen. Begleit-
Desmoplasien sowie in unterschiedlicher Ausprdgung bestehende inflammatorische
Komponenten wurden ebenfalls beobachtet. Ein charakteristisches mikroskopisches Bild in

unterschiedlichen VergréRerungen zeigen die Abbildungen 9 und 10.

Abb.9: Pankreaskarzinom, HE-Farbung, 10fache VergrolRerung
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s rngn. L

Abb.10: Pankreaskarzinom, HE-Farbung, 40fache VergroRRerung

3.3.2. Klassifikation der hepatischen Raumforderu  ngen

Histopathologisch konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den Raumforderungen
in der Leber um Metastasen eines duktalen Adenokarzinoms handelte. Priméare
neoplastische Verdnderungen wurden nicht gefunden. Ein charakteristisches

mikroskopisches Bild in unterschiedlichen VergréRerungen zeigen die Abbildungen 11 und
12.
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Abb.11 Lebermetastasen, HE-Farbung, 10fache Vergrol3erung
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3.4. Biochemische Ergebnisse
3.4.1. Eiweil3gehalt

Eine Darstellung Uber den gemessenen Proteingehalt in metastasenfreien Leberanteilen
(MFLA) und im metastatischen Lebergewebe gibt Tabelle 9 wieder.

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) konnten in Bezug auf MFLA zwischen den Gruppen 1-
4 und 5,7,8 gemessen werden. Auch der Vergleich des intrametastatischen mit dem
Proteingehalt in MFLA innerhalb der betreffenden Gruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede (p> 0,05).

Versuchsgruppe Proteingehalt in Proteingehalt in
metastasenfreien (MFLA) |Lebermetastasen [mg/ml]
Leberanteilen [mg/ml]
1 (HF, £BOP, 27,01+ 2,00 -
/E Celebrex, £Zyflo) |[P<0,050bei1,2,3,4vs 5,7,8]
2 (HF, £BOP, 28,23 + 6,95 -
Celebrex, A Zyflo)
3 (HF, £BOP, 35,54 + 13,66 -
/E Celebrex, Zyflo)
4 (HF, £BOP, 26,35 + 3,16 -
Celebrex, Zyflo)
5 (HF,BOP, 20,00 + 2,36 15,50 + 1,04
/E Celebrex, A Zyflo)
6 (HF,BOP, 24,70 + 19,55 15,84 + 2,84
Celebrex, A Zyflo)
7 (HF,BOP, 21,28 + 2,79 16,40 + 1,72
/E Celebrex, Zyflo)
8 (HF,BOP, 22,13 + 2,87 22,13 + 2,87
Celebrex, Zyflo)

Tab. 9: Proteingehalt in metastasenfreien Leberanteilen und in Lebermetastasen,

(Mittelwerte + Standardabweichung)
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3.4.2. GSHPX-Aktivitat

Die GSHPX-Aktivitat in MFLA ist in Abbildung 13 dargestellt.

Aktivitat [¥10 ° U/mg EiweiR]
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70 —

60 -

50 -

40 | I i T -

30 -

20 —

10 -

0

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
keine Therapie Celebrex Zyflo Celebrex+Zyflo BOP+keine Therapie BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 1-8
Abb. 13: GSHPX-Aktivitat in MFLA [*10°> U/mg EiweiR] in Gruppe 1-8, (Mittelwerte +

Standardabweichung), *1(p<0,05 vs Gruppe 1-4, 6-8), *2(p<0,05 vs. Gruppe 1-7)

Die GSHPX-Aktivitat in MFLA wies in Gruppe 5, die mit BOP induziert jedoch nicht
therapiert wurde, eine signifikante Erniedrigung auf (Gr.5: [15,49+4,02]*10°> vs Gr.1:
[38,67+8,02] *10% Gr.2: [44,91+8,18] *10°; Gr.3: [32,27+10,51] *10 Gr.4: [38,36+4,44]
*10% Gr.6: [36,9+8,33] *10°; Gr.7: [36,18+9,73] *10° ; Gr.8: [73,77+5,67]*10° U/mg EiweiR,
p<0,05). Eine signifikante Steigerung der GSHPX-Aktivitat konnte dagegen durch eine
Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo nachgewiesen werden (Gr.8:
[73,77+5,67]*10° vs Gr.1: [38,67+8,02] *10°% Gr.2: [44,91+8,18] *10° Gr.3: [32,27+10,51]
*10°% Gr.4: [38,36+4,44] *10° Gr.5: [15,49+4,02]*10° ; Gr.6: [36,9+8,33] *10° Gr.7:
[36,18+9,73] *10° U/mg Eiweil, p<0,05).
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Die GSHPX-Aktivitat in Lebermetastasen ist in Abbildung 14 dargestellt.

Aktivitat [*10 ° U/mg EiweiR]
20
18 T
16
14 T

12
10 1

o N M OO @
L L

Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 5-8
Abb. 14: GSHPX-Aktivitat in Lebermetastasen [*10°> U/mg EiweiR] in Gruppe 5-8,

(Mittelwerte + Standardabweichung), * (p<0,05 vs Gruppe 5, 7)

Durch eine Therapie mit Celebrex oder einer Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo
konnte nachweislich die GSHPX-Aktivitat in Lebermetastasen signifikant gesenkt werden
(Gr.6: [5,23+3,3]* 10° Gr.8: [3,48+4,55] * 10°> vs Gr.5: [12,77+ 2,63] * 10°, Gr.7:
[16,49+2,95] * 10° U/mg EiweiR, p<0,05).

Der innerhalb der Versuchsgruppen durchgefiihrte Vergleich der GSHPX-Aktivitat in MFLA
und Lebermetastasen zeigte, dass die GSHPX-Aktivitat in den Lebermetastasen signifikant
niedriger war als in den MFLA. Dabei wurde die signifikant niedrigste Aktivitat in der
Versuchsgruppe der kombinierten Medikation von Celebrex und Zyflo gefunden (Gr.8:
[3,48+4,55] * 10° vs [73,77+5,67]*10°> U/mg EiweiR3, p<0,05). Auch die alleinige Gabe von
Celebrex fuhrte zu signifikanter Aktivitatsminderung in den Lebermetastasen im Vergleich
zu MFLA (Gr.6:[5,23+3,3]* 10° vs [36,9+8,33] * 10° U/mg EiweiR, p<0,05). Innerhalb der

betreffenden Gruppen ergab die Therapie mit Zyflo ebenfalls eine signifikante
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Erniedrigungen der GSHPX-Aktivitat in Lebermetastasen (Gr.7: [16,49+2,95] *10° vs
[36,18+9,73] *10° U/mg Eiweil3, p<0,05). Keine Signifikanz wurde in der Versuchsgruppe
ohne Therapie festgestellt (Gr.5:[12,77+2,63] *10° vs [15,49+4,02] *10° U/mg EiweiR,
p>0,05).

3.4.3. SOD-Aktivitat

Die SOD-AKktivitat in metastasenfreien Leberanteilen ist in Abbildung 15 dargestellt.

Aktivitat [U/mg Eiweil3]
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*3
500 T
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*
300
200 T
*
N ' '
0 A
P pp! PP

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
keine Therapie Celebrex Zyflo Celebrex+Zyflo BOP+keine Therapie BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 1-8
Abb. 15: SOD-Aktivitat in MFLA  [U/mg Eiwei3] in Gruppe 1-8, (Mittelwerte +

Standardabweichung), *1 (p<0,05 vs Gruppe 1-3, 5, 7), *2 (p<0,05 vs Gruppe
1), *3 (p<0,05 vs Gruppe 1-7)

In der nicht induzierten Gruppe 4 fuhrte die Kombinationstherapie von Celebrex und Zyflo
zu einer signifikanten Steigerung der SOD in MFLA (Gr.4: (312,29+42,58) vs
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Gr.1:[225,83+49,09]; Gr.2:[182,44+49,98]; Gr.3:[157,47+34,51]; Gr.5:[127,89+38,75];
Gr.7:[162,44+59,21] U/mg Eiweif3, p<0,05).

Bei gleichzeitiger BOP-Induktion lag die SOD-Aktivitat in MFLA nochmals signifikant tber
den Werten bei allen dbrigen Gruppen (Gr.8:[474,92+108,8) vs Gr.1:[225,83+49,09];
Gr.2:[182,4+4]; Gr.3:[157,4+7]; Gr.4: [312,2+9]; Gr.5:[127,89+38,75]; Gr.6:[251,97+66,14]
Gr.7:[162,44+459,21] U/mg Eiweil3, p<0,05). Eine signifikante Erniedrigung der SOD-
Aktivitat in MFLA ergab sich bei induzierten Tieren, die keine Therapie erhalten haben
(Gr.5:[127,89+38,75] vs Gr.1:[225,83+49,09] U/mg Eiweil3, p<0,05).

Die SOD-AKktivitat in Lebermetastasen ist in Abbildung 16 dargestellt.

Aktivitat [U/mg Eiweil3]
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Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
BOP BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuch sgruppen 5-8
Abb. 16: SOD-Aktivitat in Lebermetastasen [U/mg Eiweil3] in Gruppe 5-8, (Mittelwerte +
Standardabweichung), * (p<0,05 vs Gruppe 5, 7-8)
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Die alleinige Gabe von Celebrex bewirkte einen signifikanten Anstieg der SOD-Aktivitat in
Lebermetastasen (Gr.6:[241,99+42,72] vs Gr.5: [104,58+33,31]; Gr.7: [98,96+23,59];
Gr.8:[55,48+13,63] U/mg Eiweil, p<0,05).

Die Kombinationstherapie von Celebrex und Zyflo flihrte als einzige Therapie zu einer
signifikanten Erh6hung der SOD-Aktivitat in MFLA (Gr.8:[474,92+108,8) vs [55,48+13,63]
U/mg Eiweil3, p<0,05).

3.4.4. Konzentration von Lipidperoxidationsproduk ten

Die  Konzentration von  Lipidperoxidationsprodukten  (Thiobarbitursdure-reaktive

Substanzen, TBARS) in metastasenfreien Leberanteilen ist in Abbildung 17 dargestellt.

Konzentration [nmol/mg Eiweil3]

1,6
14
1.2

0,8
0,6 *
0,4 -

N

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7 Gruppe 8
keine Therapie Celebrex Zyflo Celebrex+Zyflo BOP-+keine Therapie BOP+Celebrex BOP+Zyflo BOP+Celebrex+Zyflo

Versuchsgruppen 1-8
Abb. 17: TBARS-Aktivitdt in MFLA [nmol/mg Eiweil3] in Gruppe 1-8, (Mittelwerte

+ Standardabweichung), *1 (p<0,05 vs Gruppe 1-4, 6-8), *2 (p<0,05 vs Gruppe
1,4,7)
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Die hochste TBARS-Konzentration in MFLA wurde bei BOP induzierten Tieren ohne
Medikation gefunden (Gr.5: 1,54+0,55 vs Gr.1: 0,2+0,08; Gr.2: 0,34+0,27; Gr.3: 0,27+0,17;
Gr.4. 0,25+0,06; Gr.6: 0,42+0,11; Gr.7: 0,23+0,05; Gr.8: 0,31+0,08 nmol/mg Eiweil3,
p<0,05). Die mit BOP induzierten Tiere zeigten unter Celebrex (Gr.6: 0,42+0,11 nmol/mg
Eiweil3, p< 0,05) immer noch eine signifikante Erhdhung der TBARS-Konzentration im
Vergleich mit den Gruppen 1,4,7 (Gr.1: 0,2+0,08; Gr.4: 0,25+0,06; Gr.7: 0,23+0,05
nmol/mg Eiweil3, p<0,05).

Die  Konzentration von  Lipidperoxidationsprodukten  (Thiobarbitursdure-reaktive
Substanzen, TBARS) in Lebermetastasen ist in Abbildung 18 dargestellt.

Konzentration [nmol/mg Eiweil3]

2,5

Gruppe 5 BOP Gruppe 6 BOP+Celebrex Gruppe 7 BOP+Zyflo Gruppe 8 BOP+Celebrex+Zyflo

Versuc hsgruppen 5-8
Abb. 18: TBARS-Aktivitat in Lebermetastasen [nmol/mg Eiweil3] in Gruppe 5-8,
(Mittelwerte + Standardabweichung), * (p<0,05 vs alle Gruppen)

Unter der Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo wurden signifikant hochste

TBARS-Konzentrationen in Lebermetastasen gemessen (Gr.8: 1,95+0,12 vs alle Gruppen
nmol/mg Eiweil3, gefolgt von BOP induzierten Tieren ohne Therapie (Gr.5: 0,81+0,04 vs
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alle Gruppen nmol/mg Eiweil3 jeweils p<0,05). Geringere, jedoch ebenfalls signifikant
hohere TBARS-Konzentrationen zeigten sowohl die Celebrex- (Gr.6: 0,47+0,09 vs alle
Gruppen nmol/mg Eiweil3 p<0,05) als auch die Zyflo-Versuchsgruppen (Gr.7: 0,26+0,09 vs
alle Gruppen nmol/mg Eiweil3 p<0,05).

Der Vergleich innerhalb der Versuchsgruppen zeigt eine signifikante Steigerung der
TBARS-Konzentration bei Tieren ohne Therapie in MFLA (Gr.5: 1,54+0,55 vs 0,81+0,04
nmol/mg Eiweil3 p<0,05). Die signifikant hochste TBARS-Konzentration fand sich jedoch in
Lebermetastasen bei Tieren unter Kombinationstherapie von Celebrex und Zyflo (Gr.8:
1,95+0,12 vs 0,31+0,08 nmol/mg Eiweil3 p<0,05).
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4. Diskussion

4.1. Auswirkungen von BOP und einer Hochfetternahru ng mit Linol- und
Linolensdure auf die Lebermetastasierung und Lipidp eroxidation beim
duktalen Adenokarzinom des Pankreas

Zur experimentellen Untersuchung des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas hat sich
weltweit das N-Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP)-induzierte Hamstermodell etabliert
(61,112,142,143,172,175,195). Die Wirkungsweise dieses hochpotenten Karzinogens,
welches nach einer Latenz von ca. 7 Monaten zu einer fast 100%igen Induktion duktaler
Adenokarzinome des Pankreas fuhrt, ist bis heute nicht ausreichend geklart. Zugrunde
liegend fur die Entstehung des Primartumors scheinen intrapankreatische
Metabolisierungsprozesse zu sein, unbedeutend hingegen erscheint die hepatische
Verstoffwechselung nach oraler Applikation (143). Die Metabolisierung der
Nitrosaminderivate erfolgt unter anderem durch das Cytochrom P-450-System, wobei es
im Verlauf der Metabolisierung von BOP im Rahmen oxidativer und reduktiver
Stoffwechselprozesse zur Bildung freier Radikale in der Zelle kommt (7,15,18,195).
Weiterhin konnten unter BOP signifikant erhdhte Konzentrationen an Prostaglandinen im
nicht befallenen Pankreasgewebe nachgewiesen werden (10). In unserer Arbeitsgruppe
konnte ein wachstumsférdernder Einfluss auf das Pankreaskarzinom durch den Einsatz
des erh6hten Verhaltnisses von -6- und -3-Fettsauren beobachtet werden. PUFA
scheinen hierbei einen entscheidenden additiven Effekt, auf die Auspragung o.g.
Stoffwechselvorgange zu haben. Die Wirkungen der Fettsduren entstehen direkt bzw.
indirekt. PUFA stellen die Ausgangssubstanz fir die Eikosanoidsynthese dar, die
wiederum hormonelle und andersartige Stimuli modulieren (86). Durch strukturelle und
funktionelle Veranderungen der Zellmembranen nehmen PUFA weiterhin Einfluss auf
membrangebundene Enzyme, wie z.B. Cytochrom P-450 und kdnnen so zu einer
Umwandlung von Hormonen, Cytokinen oder Wachstumsfaktoren fihren bzw. auf
Signaltransduktionen einwirken und zu verdnderter Genexpression fuhren (14,19).
Gleichzeitig fuhrt die Peroxidation konjugierter Doppelbindungen in den PUFA zu
persistierendem  oxidativen  Stress und zur Generierung weiterer reaktiver

Lipidperoxidationsprodukte (7,195). Bartsch et al. berichten von einer Bildung reaktiver
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Sauerstoffspezies, die zu einer Schadigung der Zellmembranen und der DNA durch
Lipidperoxidation fuhren (14). Konkret scheint u.a. die Hochfettdiat in unserer Studie zu
erhohtem oxidativen Stress bei den Pankreaszellen und Hepatozyten und somit zur
Schéadigung der Biomembranen gefiihrt zu haben. In unserer Studie zeigte sich im
Tumorgewebe des Pankreas eine erhohte Konzentration an TBARS als Ausdruck
vermehrter Lipidperoxidation. Dieser Anstieg des oxidativen Stresses, gemessen durch die
TBARS-Konzentration, reflektiert den Grad einer moglichen Schadigung von
Zellmembranen, zellularen Enzymen und der DNA (26,197). Die nitrosaminbedingten
Schaden durch Radikale und eine begleitend erhohte Lipidperoxidation mit
Aktivitatsveranderungen antioxidativer Schutzenzyme im Verlauf der Karzinogenese
konnten in der Literatur fur verschiedene Organe gezeigt werden (18,129,147). U.a.
scheint in diesem Zusammenhang eine durch Radikale bedingte DNA-Verdnderung zu
einer Hemmung von Tumor-Suppressor-Genen, wie z.B. p53 bei gleichzeitiger Aktivierung
von Onkogenen mdglich zu sein (117). Wahrend Roebuck et al einen
wachstumsinhibierenden Einfluss durch -3-Fettsauren und einen proliferationsfordernden
Einfluss von -6-Fettsauren auf Tumorzellen des Pankreaskarzinoms feststellte, konnte in
unserer Arbeitsgruppe eine wachstumsfordernde Wirkung durch den Einsatz des erhthten
Verhéltnisses von -6- und -3-Fettsauren beobachtet werden (152,197). Bei o.g.
Untersuchungen handelt es sich jedoch um primar von der Karzinogenese betroffene
Organe, nicht aber um Filiae dieser Tumoren.

Unter oben genannten Standardbedingungen findet sich eine entsprechende
Lebermetastasierungsrate von 35,7% (195). Die in dieser und vorangegangenen Studien
vorgenommene Erh6hung des Rohfettanteils auf 21,4%, wobei die -6-Fettsdure
Linolsédure 11% und die -3-Fettséure Linolenséure 2% des Futters ausmachten, fiuhrte zu
einer Steigerung der Lebermetastasierungsrate bis auf 100% (194-196). Beachtung muss
bei der Beurteilung unserer Studienergebnisse die Tatsache finden, dass in thematisch
entsprechenden Studien die Auswirkungen der Fettsduren in unterschiedlichem Verhaltnis
zueinander bzw. in verschiedensten Studienmodellen untersucht wurden. Ein Vergleich
aller Studien untereinander ist somit nur eingeschrankt mdglich und bietet einen
Erklarungsansatz fur die grof3e Diskrepanz der Resultate. Der in unserer Studie

festgestellte stimulierende Effekt bei Gabe von  -3-und  -6-Fettsauren auf die
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Metastasierung und das Wachstum des Pankreaskarzinoms konnte in anderen Studien
durch ahnliche Ergebnisse bestatigt werden. Hierbei konnte sowohl im Hamstermodell als
auch im Rattenmodell des Pankreaskarzinoms dem erhohten Verhéltnis von Fischdl,
ebenfalls eine  -3-Fettsdure, die wachstumsfordernde Komponente zugeschrieben
werden (8,10). Weiterhin konnte Griffin et al unter einer -3-Hochfettdiat eine gesteigerte
Lebermetastasierung beim Kolonkarzinom zeigen (58). Dieser Effekt ist mdglicherweise
auf den gesteigerten Linolensaureanteil zuriick zu fuhren. Linolensdure scheint u.a. zu
Verdnderungen der Zellmembranstruktur von Hepatozyten mit Verlust von
Interzellularkontakten zu fihren, welche ausschlaggebend fur die Invasion der Tumorzellen
zu sein scheinen (62). Ferner konnte in einer in vitro Studie an humanen
Kolonkarzinomzellen sowohl eine -3 als auch verstarkt -6 bedingte Inhibition der
Kupfferschen Sternzellen und somit der hepatischen Phagozytose gezeigt werden.
Ursachlich scheint hier die Anderung der Zusammensetzung der membranésen Fettsauren
zu sein, die das metastatische Potential durch Verminderung der Bindung und somit des
zytotoxischen Effekts durch die Kupfferschen Sternzellen erhdhen (123). Dennoch kann
nicht von einer Allgemeingultigkeit ausgegangen werden. -3-Fettsauren zeigen zwar
einen proliferationsfordernden Effekt auf die Progression metastatischer Foci bzw. das
Tumorwachstum, jedoch wirken sie in anderen Studien supprimierend auf den Prim&rtumor
und die Metastasierung (8,10,123,152,158,162). Rose et al vermuten die inhibierende
Wirkung von -3-Fettsaduren auf das Mammakarzinom und die Metastasierung liege in der
supprimierenden Wirkung von Fischol auf die Eikosanoidsynthese der Tumorzellen (156).
Sakaguchi et al konnten einen wachstumshemmenden Effekt in Kolonkarzinomzellen bei
gleichzeitig erhohter Aufnahme von -3-Fettséduren in Tumorzellen nachweisen (162).

Fur die Omega-6-Fettsaure Linolsdure wurde in zahlreichen Studien eine signifikante
Steigerung der Inzidenz, Anzahl und Grésse der Pankreaskarzinome im Hamstermodell
beobachtet. Desweiteren zeigt Linolsdure auch in anderen in vivo und in vitro Modellen
eine proliferationsstimulierende Wirkung auf Tumorzellen (9,20,51,75,86,154,200).
Beeharry et al konnten jedoch auch einen protektiven Effekt der Linolsaure in einer in vitro
Untersuchung an humanen Fibroblasten aufzeigen. Bei ungeklartem Mechanismus wirkte
Linolsaure hierbei praventiv auf eine Palmitinsaure induzierte oxidative DNA-Schéadigung
7).
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Auch der Einfluss von Linolsdure auf die Metastasierung diverser Tumorarten wurde in
zahlreichen Studien untersucht. Rose et al konnte am Tiermodell der Maus unter einer
Hochfettdiat mit einem Gehalt von bis zu 12% Linolsaure konzentrationsabhangig einen
Anstieg der Lungenmetastasierung beim Mammakarzinom verzeichnen (157,159).
Erlauternde Ursachen fur die Wirkungsweise von Linolsédure auf die Metastasierung stehen
auch hier noch aus, jedoch scheint eine Einflussnahme u.a. auf die Angiogenese
ausschlaggebend zu sein. Erklarungsansatze in Zelllinienversuchen gehen von einer
verbesserten Tumorzelladhdsion an der extrazellularen Matrix durch Stimulation des
Lipoxygenasestoffwechsels aus (91). In vitro konnte fir Linolsaure eine Stimulation der
Tumorzellinvasion durch gesteigerte Produktion von Typ-1V-Kollagenase nachgewiesen
werden, die zu einer Proteolyse der Basalmembran filhren kann (86). In vivo scheint es
zusatzlich zu einer weiteren Verstoffwechselung zu Eikosanoiden zu kommen, der die
Verstoffwechselung von Lipiden zugrunde liegt. Durch enzymatische und nicht-
enzymatische Reaktionen mit zelluldaren Membranen kommt es im Rahmen der
Lipidperoxidation zur Bildung freier Radikale mit potentieller DNA-Schadigung
(109,110,129). D.h. durch die Substratbereitstellung in Form von Linolsdure zur Bildung
von Arachidonsauren kommt es im Rahmen der Oxidierung dieser durch Lipoxygenasen
zur Bildung reaktiver Sauerstoffradikale (95,110). Im Prim&rtumor wird daher von einer
peroxidationsbedingten DNA- und Proteinschadigung ausgegangen (15,17,25,86,110,117).
Im Vergleich mit nicht befallenem Gewebe scheinen Tumorzellen Uber eine geringere
Aktivitat antioxidativer Mechanismen wie Kupfer, Superoxiddismutasen,
Glutathionperoxidasen und Katalasen zu verfligen. Gleichzeitig konnte fir Tumorzellen ein
erhohter Gehalt an freien Radikalen nachgewiesen werden (129). In Zusammenhang mit
der beschréankten Kapazitat des antioxidativen Schutzsystems entstehen bei vermehrtem
oxidativen Stress Endothelschaden, die zur Freisetzung von Proteasen fuhren und somit
zur Degradation der Basalmembran und Invasion der Tumorzellen beitragen (5,117,129).
Untersuchungen von Malins et al deuten ebenso auf einen Zusammenhang zwischen
Radikalenstoffwechsel und Metastasierung von Mamma-Tumorzellen hin. Férderlich fur die
Metastasierung seien ferner die durch Radikale bedingten Verédnderungen zellularer
Proteine und die daraus ebenfalls resultierenden Stérungen im Bereich der Zelladh&sion

(117). In den verschiedenen Stadien der Tumormetastasierung wirken freie Radikale
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aktivierend auf die Expression von Matrixmetalloproteinasen, Endothelial-Growth-Faktor
bzw. Vascular-Endothelial-Growth-Faktor und Adh&sionsmolekilen (129). In unserer
Untersuchung muss davon ausgegangen werden, dass sich der unter Standarderndhrung
beobachtete BOP-induzierte oxidative Stress bei gleichzeitiger Hochfetternahrung
nochmals steigert. Die Lipidperoxidation fihrt hierbei zu einer Abnahme der
Membranfluiditat und Schadigung von Membranproteinen mit gleichzeitigem Anstieg der
Membranpermeabilitéat (129). Ergebnisse unserer Studie, in der durch Hochfetternahrung
mit Linol- und Linolensaure ein signifikanter Anstieg der Lebermetastasierung mit einem
signifikanten Anstieg der Lipidperoxidation in der Leber verbunden ist, bestatigen diese
Annahme. Die hdchste TBARS-Konzentration in metastasenfreien Leberanteilen bei
gleichzeitig erniedrigter SOD-Aktivitat und erniedrigter GSHPX-Aktivitdt wurde von allen
Versuchsgruppen in der mit Hochfettdiat ernahrten und BOP behandelten Gruppe,
festgestellt. Der Anstieg der TBARS-Konzentration scheint gleichzeitig fur ein
offensichtliches Aufbrauchen der antioxidativen Schutzmechanismen bzw. einen
ausgepragten Verlauf der Lipidperoxidation zu sprechen. Vergleichend konnte unter
Hochfettdiat in den Lebermetastasen eine Erniedrigung der antioxidativen Schutzenzyme
GSHPX und SOD gemessen werden. Die Konzentrationen von TBARS in metastatisch
befallenen und freien Anteilen differierten dabei signifikant. Die unter Hochfetternahrung
vermindert gemessenen Lipidperoxidationsprodukte in den Lebermetastasen im Vergleich
zu metastasenfreien Leberanteilen, konnten ursachlich in der fehlenden Bereitstellung von
Desaturasen und Elongasen in Tumorzellen begriindet sein (86). Bevorzugtes Substrat fur
die Lipidperoxidation stellen vor allem Fettsduren mit hoherer Kettenlange bzw. mit mehr
als drei Doppelbindungen dar. Linolsaure, eine zweifach ungesattigte Fettsaure und
Linolensaure, eine dreifach ungesattigte Fettsdure sind primar nicht bevorzugtes Substrat
fur die Lipidperoxidation. Korperzellen, wie z.B. Hepatozyten, verfigen jedoch uber die
Maoglichkeit der Kettenverlangerung bzw. der weiteren Entséattigung der angebotenen
Fettsauren mit nachfolgendem Einbau in ihre Membranen (200). Dabei konkurieren im
Rahmen der Konversion -3- und -6-Fettsduren um die in dieser Kaskade involvierten
Desaturasen und Elongasen (86,200). In unserer Studie scheint daher ein relevanter
Einfluss durch das erhohte Verhaltnis von -6- zu -3-Fettsduren in Relation zum

absoluten Fettgehalt mdglich zu sein. Folglich ist bei einer Zugabe von 11% Linolsaure und
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2% Linolensdure, mit einer vermehrten Anhaufung der bevorzugten Substrate der
Lipidperoxidation in den Zellmembranen von Hepatozyten im Vergleich zu Tumorzellen zu
erklaren. Daher erscheinen die Hepatozyten weit anfélliger fur den BOP-induzierten
oxidativen Stress zu sein, als Tumorzellen, denen die Fahigkeit zur Kettenverlangerung
bzw. Entsattigung nicht moglich zu sein scheint (86). Dieses entspricht der Beobachtung
von Funktionsstorungen von Hepatozyten bzw. intrahepatischen Makrophagen in
Zusammenhang mit Membranschaden bei hoher Lipidperoxidation (123). Weiterhin wird in
der Literatur eine geringere Empfindlichkeit diverser Tumorarten gegeniber der
Lipidperoxidation beschrieben, so dass die Annahme besteht, Lebermetastasen kénnten
eine geringere Schadigung durch oxidativen Stress in der Leber erleiden (25,86).

Den in der Literatur kontrovers diskutierten Auswirkungen von Fettsduren wird die folgende
Beobachtung gerecht. Die zusammenfassende Betrachtung zur Beurteilung sollte
grundsatzlich die Art der Fettsaure, den Sattigungsgrad der Fettsaure, das Verhaltnis der
einzelnen Fettsauren zueinander und den zu untersuchenden Tumorzelltyp beinhalten.
Relevant scheint in diesem Zusammenhang auch die Auswahl des Studienmodells in
Bezug auf eine naturgegebene Komplexitat und Beeinflussbarkeit eines in vivo Modells im
Vergleich zu einer in vitro Untersuchung zu sein. Die in unserer Studie festgestellte
Steigerung der Lebermetastasierungsrate unter Hochfettdiat im Vergleich zur
Standardernahrung ebenso wie die Zunahme der Anzahl und Gréf3e der Lebermetastasen
konnte mittels 0.g. Hypothesen erklart werden. Desweiteren bieten sie einen Ansatz zur
Klarung der festgestellten signifikanten Steigerung der Lipidperoxidation in
metastasenfreien Leberanteilen im Vergleich zu dem geringen Ausmald in den Leberfiliae.
Trotz aller in der Literatur beschriebenen Veranderungen konnte aufgrund der Komplexitat
der Zusammenhange bisher noch kein Beweis der Funktionsstérungen an Membranen
bzw. immunmodulatorischen Erklarungsansatzen erlangt werden. Durch die Teilnahme
unzahliger Gene an einer direkten und indirekten Beeinflussung einer grof3en Anzahl
biologischer Prozesse durch -3- und -6-Fettsauren bleibt die Entschlisselung exakter
molekularer Mechanismen bisher ungeklart. Aktuell I&sst sich daher kein generell giltiger
biochemischer Mechanismus fir alle modulatorischen Effekte von Fetten bzw. des

Radikalenstoffwechsels auf die Karzinogenese bzw. Metastasierung etablieren. Dieses
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zeigt sich u.a. in den diskrepanten Angaben diverser Studien zum Einfluss von Fettsauren
auf die Karzinogenese und Metastasierung.

4.2. Auswirkungen einer Therapie mit Celebrex und Z yflo auf die
Lebermetastasierung und Lipidperoxidation beim dukt alen Adenokarzinom
des Pankreas

Die bereits Jahre zuvor nach Behandlung mit 5-LOX-Inhibitoren nachgewiesene Induktion
der Apoptose bei Pankreaskarzinomzellen bzw. Reduktion von PANC-1-Karzinomzellen
beobachtete unsere Arbeitsgruppe am starksten ebenfalls unter Monotherapie mit Zyflo in
Form einer Abnahme der Inzidenz und Gréf3e von Pankreaskarzinomzellen (6,38,197). Die
Therapie durch alleinigen Einsatz des 5-Lox-Hemmers Zyflo bzw. auch die kombinierte
Therapie mit Zyflo und dem Cox-2-Hemmer Celebrex fuhrte in unserer Studie zu einer
signifikanten Abnahme der Inzidenz pankreatischer Raumforderungen (194,197). Chen et
al konnte am Rattenmodell des Osophaguskarzinoms unter alleiniger Therapie mit
Celebrex oder Zyflo allerdings nur eine geringere Reduktion der Tumorinzidenz als durch
Kombinationstherapie beider Medikamente erreichen (29). Dabei war die Reduktion der
Tumorinzidenz unter Einzeltherapie dosisabhangig bzw. zeigten sich additive Effekte unter
Kombinationstherapie. Unter dem Aspekt des Nachweises einer gesteigerten Synthese
von Eikosanoiden bei verschiedenen Tumoren, gelang es Takahashi et al. durch isolierte
Gabe diverser Cox-Inhibitoren das Wachstum BOP-induzierter Pankreaskarzinome des
Syrischen Goldhamsters zu inhibieren und unterscheidet sich somit von unseren
Ergebnissen (175). Diese Abweichungen lassen sich womdglich durch das
unterschiedliche Studiendesign erklaren. Sowohl die Dauer der BOP-Induktion, der
zeitliche Therapiebeginn mit Cox-Inhibitoren als auch die begleitende Erndhrung der
Versuchstiere unterscheiden sich auffallig von unserem Studienmodell und lassen einen
Vergleich nur bedingt zu. Auch Forschungen zur Metastasierung weichen von unseren
Ergebnissen ab. Wahrend Yao et al. bei Untersuchungen implantierter
Kolonkarzinomzellen in BALB/c Mausen eine Verminderung des Tumorwachstums und

der hepatischen Metastasierung unter Rofecoxib feststellte, konnten wir nur unter
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Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo eine signifikante Reduktion der Inzidenz,
Anzahl und Grol3e von Lebermetastasen feststellen (202). Mdglicherweise war neben den
anderen Unterschieden im Studienmodell die hohere Dosierung von 20mg/kg/d Rofecoxib
im Vergleich zu unserer Gabe von 7mg/kg/d Celecoxib ausschlaggebend fir die
Diskrepanz der Ergebnisse. In einer Untersuchung mit 23.283 Teilnehmern zeigte sich
unter Einnahme nichtsteroidaler Antiphlogistika, u.a. Aspirin eine ebenfalls dosisabhangige
Reduktion des Risikos von 60% bis 43% um an einem Pankreaskarzinom zu erkranken
(41). Epidemiologische Studien zum Einfluss von Lipoxygenaseinhibitoren stehen aufgrund
der geringeren Verbreitung bei Verschreibungspflichtigkeit der Substanzen aus. Zahlreiche
Studien sprechen den Veranderungen im Stoffwechsel der Eikosanoide wichtige
Funktionen in der Karzinogenese und Metastasierung zu (6,11,13,28,29,34,57,73,78,111,
118,127,135,145,146,148,160,173,177,182,202). Erhohte Cox-2 Konzentrationen in
Tumorgeweben humaner Kolon-, Mamma-, Bronchial-, Magen-, Osophagus- und
Pankreastumore konnten ebenso nachgewiesen werden wie die vermehrte Expression von
5-Lox in Karzinomen von Pankreas, Prostata, Kolon, Osophagus, Blase und Hoden
(27,29,77,138,185,186). Daneben zeigte sich in der Literatur die alleinige Therapie mit
Lipoxygenaseinhibitoren als ebenfalls erfolgversprechend. 2002 konnte erstmalig an
humanen duktalen Pankreaskarzinomzellen bzw. verschieden differenzierten Zelllinien
(Pankl, MiaPaCa-2, AsPC-1, Capan-2) eine verstarkte Exprimierung von 5-Lipoxygenase-
und Leukotrien-B4-Rezeptoren nachgewiesen werden. Die gleichzeitige Untersuchung
nicht befallener duktaler Pankreaszellen konnte keinen Rezeptornachweis erbringen (67).
Zusatzlich konnte eine verstarkte Exprimierung von LTB,; in Pankreaskarzinomzellen
prasentiert werden (41). Nachweislich zeigten sich rezeptor- bzw. mitochondrial-vermittelte
Stoffwechselwege, die fiur die Apoptose urséchlich zu sein scheinen (41,127). Die
Inhibierung der 5-Lipoxygenase fiihrte auch zur Apoptose anderer Tumore wie Mamma-,
Kolon-, Magen-, Prostata- und Lungenkarzinom (138). Auch die metabolische Vorstufe 5-
HETE beeinflusste durch Aktivierung verschiedenster Signalwege eine Forderung der
DNA-Synthese im Pankreaskarzinom mit dem Ergebnis einer Tumorprogression (41).

Die Tumormetastasierung ist ein komplexer, multifaktorieller und mehrphasiger Prozess.
Diverse Faktoren, wie z.B. das invasive Potential der Tumorzellen, die Immunitatslage des

Organismus oder die Fahigkeit zur Angiogenese am Ort der Metastasierung, entscheiden
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uber die Entwicklung der metastatischen Lasionen. Die Basalmembran mit ihrem Aufbau
aus u.a. Kollagen IV, Laminin und Proteoglykanen reprasentiert hierbei eine entscheidende
Barriere fur metastatische Tumorzellen (71,83,86,117,123,145,146). Konzentrations-
steigerungen von Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-Stoffwechselprodukten in
Mammakarzinom-Zelllinien nach Gabe von Linolsdure offenbaren hierbei die enge
Interaktion zwischen PUFA und Eikosanoidstoffwechsel (111). Das Wachstum von
Kolonkarzinom-Zelllinien nach Gabe von Linolsaure und Arachidonséure konnte nach
Therapie mit Cox- und Lox-Inhibitoren gestoppt werden (75). Bereits seit 1989 wird eine
einflussnehmende Wirkung von Stoffwechselprodukten der Cyclooxygenase und
Lipoxygenase auf die Metastasierung von Tumorzellen postuliert (11,34,73,78,145,146,
160,194,197). Eine retrospektive kanadische Untersuchung weist laut Autoren auf einen
Zusammenhang zwischen der Einnahme nichtsteroidaler Antiphlogistika und reduzierter
Metastasierung beim Mammakarzinom hin (166). Der Einfluss der Lipoxygenasen auf die
Metastasierung spiegelt sich im Nachweis eines hoheren Gehaltes an 5-Lox in hepatischen
Metastasen eines Pankreaskarzinoms im Vergleich zum Primartumor wieder (67). Die in
unserer Studie durchgefiihrte Hochfetterndhrung mit Zugabe von Linolsdure und
Linolensdure beim duktalen Pankreaskarzinom im Hamstermodell fiihrte zu einer
gesteigerten Lebermetastasierung, deren Ursache unter anderem in einer Veranderung
des Lipidperoxidationsstoffwechsels zu vermuten ist (194,195). Im Rahmen der
Metabolisierung der Linolsaure durch diverse Desaturasen und Elongasen kommt es zur
Bildung hoher ungesattigter Fettsauren wie Gammalinolensédure und Arachidonsaure, die
nicht nur die Ausganssubstanzen der Eikosanoidsynthese, sondern auch bevorzugtes
Substrat der Lipidperoxidation darstellen (23,25). Dabei sind -3-Fettsauren in der Lage
Arachidonsaure aus den Phospholipiden der Zellmembranen zu verdangen und so durch
eine reduzierte Verflugbarkeit der Ausgangssubstanz fur die Eikosanoidsynthese auch zu
einer Abnahme des oxidativen Stresses zu fuhren (148,200). Wahrscheinlich war die im
Verhéltnis zu -6-Fettsauren geringere Konzentration von -3-Fettsduren in unserer
Studie ursachlich fir eine vermehrte Bildung proinflammatorischer Substanzen der
Eikosanoidsynthese wie z.B. Prostaglandine der 2-Serie (51,155,200). In der Literatur
finden sich sowohl in-vivo als auch in-vitro Studien, die Zusammenhange zwischen dem

Radikalenstoffwechsel und der Eikosanoidsynthese aufweisen, wobei zu beriicksichtigen
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ist, dass der Erzeugung von Eikosanoiden eine physiologische Lipidperoxidationsreaktion
zugrunde liegt. Im Gegenzug scheint aber auch eine vermehrte Lipidperoxidation die
Eikosanoidsynthese zu stimulieren. (18,28,78,110,135). In diesem Zusammenhang ist
bekannt, dass wahrend des Arachidonsauremetabolismus Mutagene generiert werden, die
zu einer DNA Schadigung fuhren kénnen (110). Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-
Stoffwechselprodukte  scheinen  hierbei eine  Quelle potentiell genotoxischer
Zwischenprodukte, wie freie Radikale und Peroxide darzustellen (28,78,102,109,110,118,
135). Durch die Peroxidase-Aktivitat der Cox und Lox im Pankreasgewebe konnen
Mutagene generiert werden (102). Auch in unserer Untersuchung vermochten wir erhéhten
oxidativen Stress nachzuweisen. Unter der Einzelbehandlung mit Celebrex oder Zyflo
konnte in metastasenfreien Leberanteilen keine Beeinflussung der GSHPX- bzw. SOD-
Aktivitdt im wechselseitigen Vergleich der nicht BOP-induzierten, therapierten Gruppen
beobachtet werden. Allerdings zeigte sich eine signifikante Erhéhung der SOD-AKktivitat
unter simultaner Gabe von Celebrex und Zyflo ohne jedoch Einfluss auf die TBARS-
Konzentration in allen nicht induzierten Gruppen bzw. in der BOP induzierten Gruppe mit
Kombinationstherapie zu haben. Auch die GSHPX Aktivitat dieser Gruppen unterschied
sich nicht. Eine Erklarung fur dieses Ergebnis liegt nicht vor. Zugleich fand sich eine
signifikante Erniedrigung der oxidativen Schutzenzyme in metastasenfreien Leberanteilen
bei der BOP-induzierten, nicht therapierten Gruppe bei gleichzeitig signifikant héchsten
TBARS-Konzentrationen. Thiobarbitursdurereaktive Substanzen sind stark zytotoxisch und
konnen die strukturelle Organisation und Funktion der Zelle durch Abnahme der
Membranfluiditat und einen Anstieg der Membranpermeabilitdt und zuséatzlich durch
Inaktivierung membrangebundener Enzyme und Verlust von essentiellen Fettsduren stbren
(26). In den metastasenfreien Leberanteilen schien es unter Hochfetterndhrung und BOP-
induziertem Stress zu vermehrter Lipidperoxidation gekommen zu sein bei (noch)
ausreichender bzw. stark abnehmender Aktivitdt der antioxidativen Schutzenzyme.
Vermutlich wére in dieser nicht therapierten Gruppe, mit einer baldigen Membran- und
Proteinschadigung durch freie Radikale zu rechnen. Celebrex und Zyflo scheinen hier
entscheidend in den Stoffwechselprozess einzugreifen und zu einer verbesserten Aktivitat
der Schutzenzyme bzw. zu einer reduzierten Erzeugung von Radikalen und Eikosanoiden

zu fdhren. Sulindac, ein Cox-1- und Cox-2-Inhibitor, konnte hierbei der antioxidative Effekt
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bzw. die Inhihibierung der Radikalenbildung im Gehirn von Ratten nachgewiesen werden
(33). Die hochste Aktivitat beider Schutzenzyme lieR sich daher unter
Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo nachweisen, so dass die Inzidenz, Anzahl
und GroRe metastasenverdachtiger Herde in der BOP-induzierten Gruppe signifikant am
geringsten war. In einer Studie an Melanomzellen im Mausemodell konnte die einmalige
i.v. Gabe von SOD ebenfalls signifikant die Peroxidation bzw. das metastatische
Tumorzellwachstum inhibieren (79). Relevant erscheint hierbei die enge Interaktion bzw.
Beeinflussbarkeit der Eikosanoidstoffwechselwege durch Hemmung einzelner
Stoffwechselenzyme zu sein. Die Unterdrickung eines Stoffwechselweges, scheint zu
einer Aktivierung eines alternativen Arachidonsauremetabolisierungsweges fuhren zu
konnen (29,48,56,78,138). Die im Rahmen der Lipidperoxidation vermehrt anfallenden
Stoffwechselprodukte der Eikosanoidsynthese zeigten in diversen Studien einen
proliferationsférdernden Effekt auf die Tumorzellen (9,173,194,197). Die Konzentration von
TBARS in Gewebeproben eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms korrelierte positiv mit der
Konzentration von Thromboxan B, einem Metaboliten von Thromboxan A,. Hierbei zeigten
sich in den am weitesten fortgeschrittenen Tumorstadien auch die hdchsten
Konzentrationen an Thromboxan B, (26). Auch fir andere Metabolite des
Eikosanoidstoffwechsels konnte ein Einfluss auf die Karzinogenese und Metastasierung
aufgezeigt werden. Bei Karzinomzellen mit hohem metastatischem Potential konnten
erhohte PGF, - und PGE-Konzentrationen gemessen werden (9,51,86,167,183,202).
PGE; konnte der inhibitorische Effekt auf das Immunsystem durch Supprimierung der T-
Helferzell-, zytotoxischen T-Zell-, natirlichen Killerzellen und Makrophagen-Aktivitat in
Tumorzellen nachgewiesen werden. Es scheint, dass dieses bioaktive Lipid eine
vorherrschende Rolle in der Progression von Tumoren durch Bindung an Rezeptoren und
somit Aktivierung von Zellproliferation, Invasion, Angiogenese und Immunsuppression
einnimmt (34,104,192). In nachfolgenden Studien unserer Arbeitsgruppe gelang es durch
kombinierte Gabe von Celebrex und Zyflo einen reduzierten intra- und extrametastatischen
Gehalt von PGE; nachzuweisen bei gleichzeitig verminderter Inzidenz, Anzahl und Grol3e
von Lebermetastasen (57). Andere Untersuchungen zeigten im Gegensatz zu unserer
Studie erfolgreiche Ergebnisse unter Monotherapie. Masferrer et al demonstrierten im

Bronchial- und Kolonkarzinom der Nacktmaus unter alleiniger Behandlung mit Celecoxib
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eine dosisabhangige Reduktion der Tumorgroéf3e bzw. der metastatischen L&asionen in der
Lunge. Bei Nachweis von PGE, in peritumoralen GeféalRen scheint die antimetastatische
Wirkung von Celebrex durch eine Reduktion der Angiogenese zu bestehen (119). Chen et
al. gelang der Nachweis erhohter Cox-2-Exprimierung und PGE, Konzentrationen in
Lebermetastasen im Vergleich zur Konzentration in den primaren Tumorzellen von
Patienten mit metastasiertem Kolonkarzinom. Die Arbeitsgruppe postulierte eine starkere
Invasivitat bzw. gesteigertes metastatisches Potential von Kolonkarzinomzellen mit
erhohtem Nachweis von Cox-katalysierten Syntheseprodukten wie PGE,. Die
therapeutische Behandlung mit Etodolac, einem Cox-2-Inhibitor, fihrte nicht nur zu einer
Abnahme der Cox-2-Konzentration in den Kolonkarzinomzellen, sondern dariiber auch zu
einer Inhibierung basalmembrandegradierender Matrixmetalloproteinasen (27). Diese zink-
abhéngigen Endopeptidasen scheinen so entscheidend in Bezug auf Tumorinvasion,
Metastasierung, Zellwanderung und Angiogenese zu sein, dass sie als prognostischer
Faktor fur das Uberleben von Patienten mit Pankreaskarzinom gewertet werden kénnen
(125). Die Bedeutung einer erhdhten Cox-2 Expression in Zelllinien stellte ebenfalls Li et al.
in dem gesteigerten Potential von Tumorzellen zur Metastasierung und Angiogenese dar.
Hierbei fuihrte eine Uberexprimierung von Cox-2 zu einer Aktivierung von VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) und Matrixmetalloproteinasen. Die Invasivitat bzw.
angiogenetische Fahigkeit war nach Gabe von selektivem Cox-2 bzw. dualem Cox-Inhibitor
reversibel (108,138,182,201). Bei Cox-2 Uberexprimierung erfolgte wahrscheinlich durch
die vermehrte Stimulation von PGE,-Rezeptoren mit nachfolgender intrazellularer cAMP
Erhéhung die Aktivierung von VEGF und daraus folglich das Tumorwachstum und die
Angiogenese (41). Kakiuchi et al konnte an verschiedenen Cox-2 Uberexprimierenden
Kolonkarzinomzelllinien im Tiermodell der Maus eine Lebermetastasierung in der Zelllinie
mit der starksten Cox-2-Exprimierung nachweisen. Gleichzeitig zeigte diese Arbeitsgruppe
an derselben Zelllinie in vitro, dass die Exprimierung von Cox-2 mit einer erhéhten
Adhasionsbereitschaft von Tumorzellen an Endothelzellen und damit gesteigertem
Metastasierungspotential einhergeht (93). Die vermehrte Mobilisierungsbereitschaft bzw.
Invasivitat scheint auf eine Prostaglandintiberproduktion zurtickfiihrbar zu sein (51,92,93).
Weiterhin besteht eine positive Korrelation zwischen dem Einfluss von NF- B (Nuclear

factor appa light chain enhancer of activated B cells), einem spezifischen

77



Transkriptionsfaktor, als regulierendem Faktor fir die COX-2 Expression und dem
Tumorwachstum (41,78). An dieser Stelle sei erwdhnt, dass -6-PUFA an einer
Aktivierung zellularer Signalmediatoren wie Protein-Kinase-C, RAS (Rat sarcoma,
Protoonkogen) als auch NF- B beteiligt zu sein scheinen (19). Auch in anderen
Organsystemen wie z.B. Kolon, Magen oder Brust, konnte unter Einnahme von Cox-
Hemmern nicht nur eine Inhibition des Tumorwachstums sondern auch der
Metastasierung, verbunden mit einer verminderten Expression von VEGF, MMP-2, MMP-9
u.a., beobachtet werden (202).

Prostaglandine fordern eine Leukotrien-vermittelte Inflammation wahrend LTB, das
vornehmliche Arachidonsaure-Derivat nach Cox-2-Inhibierung ist (138). LTB4 konnte ein
stimulierender Effekt auf diverse Tumorzellen, eine Verstarkung des oxidativen Stresses
und Beglnstigung der Tumorzellausbreitung nachgewiesen werden (28). Insgesamt
scheinen die Angaben in der aktuellen Literatur zur Auswirkung der 5-Lipoxygenase auf die
Tumorentwicklung und v.a. Metastasierung im Vergleich zur Cyclooxygenase noch limitiert
zu sein, jedoch zunehmend diskutiert zu werden (13,78,138). Wahrend die Hemmung von
5-Lox erwiesenermal3en zur Wachstumsreduzierung von Tumorzellen fuhrt, ist der Einfluss
auf die Metastasierung bisher nur in Zellinienversuchen beschrieben worden (11,34,146).
Diese unterstitzen bei Hemmung des Lipoxygenaseweges der Arachidonséaure unser
Ergebnis einer verminderten Tumorinvasivitat bzw. Metastasierung. Im Gegensatz zu
unserer Untersuchung konnte die Wirksamkeit jedoch fir die Einzelgabe von 5-Lox-
Hemmern gezeigt werden. Dabei scheint der Einfluss dieses Stoffwechselenzyms des
Arachidonsauremetabolismus  u.a. ebenfalls auf basalmembran-degradierende
Matrixmetalloproteinasen zu bestehen (138,146). Eine weitere Moglichkeit in den
mehrphasigen Prozess der Tumormetastasierung einzugreifen ergab die Untersuchung an
metastatischen Mammakarzinom-Zelllinien. Diese zeigten nach Setzten eines
inflammatorischen Stimulus eine erhdhte Adhésion an Endothelzellen, die nach Gabe
eines Lipoxygenasehemmstoffs partiell inhibiert wurde. Gleichzeitig konnte initial eine
erhohte Konzentration an Lipoxygenasestoffwechselprodukten (LTB4, 5-HETE) gemessen
werden (34).

In der Literatur finden sich also &hnliche Ergebnissen zum Einfluss bzw. zur Auswirkung

von Cox-2 und 5-Lox auf den Primartumor und die Metastasierung. Bei hypothetischer
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Uberlegung einer kombinierten Hemmung mit additiver Wirkung, scheint daher zunehmend
die zeitgleiche Hemmung von Cox-2 und 5-Lox in den Mittelpunkt des Interesses zu
ricken. Das Bestehen einer relevanten Interaktion beider Stoffwechselwege zeigt sich in
einer 5-Lox-Inhibitor-bedingte Abnahme intrametastatischer Prostaglandinkonzentrationen
bei einem Pankreaskarzinom (57). In Untersuchungen am Adenokarzinom des Kolons
fand sich bei 72% der Proben eine Koexpression von Cox-2 und 5-Lox (13). Rioux et al
bestatigte in seiner Studie am Modell des Bronchialkarzinoms der Maus eine
synergistische Wirkung von Cox- und Lox-Inhibitoren auf die Tumorinzidenz (138,149,173).
Ebenso konnte durch Kombination von Celebrex und Zyflo eine Reduktion der Inzidenz
des Osophagealen Adenokarzinoms am Tiermodell der Ratte nachgewiesen werden.
Hierbei schien eine Hemmung der Leukotrien- bzw. Prostaglandinsynthese bedeutend zu
sein (29,138). Bisher sind allerdings keine Studien zum Einfluss der kombinierten Therapie
auf die Metastasierung von Tumoren im Tiermodell veréffentlicht worden. Auch gibt es
bisher keine Studien im Zusammenhang mit der Auswirkung auf die Lipidperoxidation.

Unter BOP-Induktion und Hochfettdiat kam es in unserer Studie im Vergleich zur alleinigen
Beeinflussung durch die Hochfettdiat zu signifikant erhohter Lipidperoxidation und
signifikanter Abnahme der Aktivitdten von GSHPX und SOD. Unter Hochfettdiat und Gabe
des Nitrosamins BOP verbesserte in tumorfreiem Gewebe die Therapie mit Zyflo die
GSHPX-Aktivitat, die Therapie mit Celebrex die SOD-Aktivitdt im Vergleich zu den nicht
induzierten Gruppen. Die Kombinationstherapie beider Medikamente erhéhte nochmals
signifikant ca. 2 bis 3,5-fach die Aktivititen der GSHPX und SOD in tumorfreien
Leberanteilen in der BOP-induzierten Gruppe im Vergleich zur gesunden Gruppe.
Ebenfalls in den kombiniert behandelten Gruppen in extrametastatischem Lebergewebe
wurde kein signifikanter Unterschied in der Konzentrationsmessung der TBARS
beobachtet bei leicht erhhten Werten in der BOP-induzierten Gruppe. Dagegen fanden
sich signifikant erhdhte TBARS-Konzentrationen in der BOP-induzierten Gruppe ohne
Therapie bzw. mit Celebrex-Monotherapie. Es ist denkbar, dass es unter einer
Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo zu einer Verbesserung der oxidativen
Schutzmechanismen in tumorfreien Leberanteilen gekommen ist, welche vermehrtem
Radikaleneinfluss infolge gesteigerter Lipidperoxidation unter Hochfettdidt und BOP-

Induktion ausgesetzt waren. Wahrscheinlich fuhrte die Inhibition der Eikosanoidsynthese in
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tumorfreien Leberanteilen zu einer Verminderung des oxidativen Stresses und folglich zu
einer Hemmung der Metastasierung bzw. des Tumorwachstums.

Weiterhin konnten wir unter einer Kombinationstherapie auch signifikante Veradnderungen
der Lipidperoxidation in den Lebermetastasen feststellen. Unter Hochfetterndhrung und
BOP-Induktion zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Lipidperoxidationsprodukte in
metastasenfreien Leberanteilen im Vergleich zu Metastasengewebe. Das tumorfreie
Gewebe schien dadurch vermehrten Protein- und Membranveranderungen ausgesetzt zu
sein, so dass wir auch in dieser Gruppe die héchsten Inzidenzen pankreatischer und
metastatischer Raumforderungen fanden. Diese Messungen entsprechen der These einer
verminderten Empfindlichkeit des Tumorgewebes flur oxidativen Stress. Entgegengesetzt
dazu waren in den mit Celebrex, Zyflo oder Celebrex und Zyflo therapierten
intrametastatisch gemessenen Proben die TBARS-Konzentrationen hdher als in
entsprechenden Proben der metastasenfreien Leberanteile. Dabei fand sich die
signifikante und absolut hochste Konzentration in Lebermetastasen in der BOP-induzierten
mit Celebrex und Zyflo therapierten Gruppe. Es konnte nach Kombinationstherapie
intrametastatisch eine ebenfalls signifikante und absolut starkste Abnahme oxidativer
Schutzenzyme beobachtet werden, welches schlussfolgernd fur erhdhte intrametastatische
Lipidperoxidation spricht. Ein dadurch verursachter Tumorzelluntergang zeigt sich in
unserer Untersuchung in signifikant niedrigster Inzidenz, Anzahl und Grol3e von
Lebermetastasen. Vermutlich fihrte die gesteigerte Lipidperoxidation intrametastatisch zu
oben postulierten Membranveranderungen, die letztendlich u.a. fir den Zelltod der
Metastasen verantwortlich sind. Das tumorfreie Lebergewebe scheint gleichzeitig durch
erhohte Konzentrationen der antioxidativen Schutzenzyme vor Bop-induzierter
Lipidperoxidation geschutzt zu sein. Daraus folgernd scheint eine Kombinationstherapie
mit Celebrex und Zyflo in metastasenfreien Leberanteilen eine entgegengesetzte Wirkung
im Vergleich zur Wirkung in den Lebermetastasen gehabt zu haben. Hierbei zeigte sich in
unserer Studie ein additiver Effekt in der Wirkung beider Enzyminhibitoren auf die
Lebermetastasierung. Fur die Forderung der Metastasierung scheint ebenfalls sowohl eine
verstarkte Leukotriensynthese als auch Prostaglandinsynthese verantwortlich zu sein
(111). Dieses lasst sich aus verschiedenen Studien mit tUberwiegender Blockade von

entweder Cox-2 oder 5-Lox schlieRen. Im Stoffwechsel der Cox-2 und 5-Lox scheinen
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offensichtlich Parallelen in der Regulation der Zellproliferation, Apoptose und Neo-
Angiogenese zu bestehen (56). Beide Enzyme wirken proangionetisch durch Expression
von VEGF (138). Es ist bekannt, dass die Inhibition eines Stoffwechselweges der
Eikosanoidsynthese zu verstarkter Metabolisierung alternativer Wege fiihrt (29,48,138).
D.h. in unserer Studie gelingt es durch Inhibierung sowohl der Prostaglandin- als auch der
Leukotriensynthese des Eikosanoidstoffwechsels, eine effektive Hemmung der
Lebermetastasierung zu erreichen. In-vitro Studien wiesen den additiven Effekt der
kombinierten Hemmung beider Stoffwechselwege auf die Tumorproliferation bzw. Induktion
der Apoptose nach (138). Kombinationstherapien mit Cox-2- und 5-Lox-Hemmern konnten
in der Literatur bisher fur die Auswirkung der Lipidperoxidation auf die Metastasierung beim
Pankreaskarzinom bei keinem Tiermodell aufgezeigt werden. Unter den in der Literatur
und in unseren eigenen Studien gemachten Beobachtungen einer Einflussnahme auf das
Tumorwachstum sowohl von Cox-2 als auch 5-Lox erschien uns die Kombinationstherapie
von Celebrex und Zyflo zur Darstellung der inhibierten Lebermetastasierung sinnvoll. Die
genaue Wirkungsweise der Downstream-Metaboliten des Eikosanoidmetabolismus auf die
Lipidperoxidation und u.a. daraus folgende Membranschaden konnten bisher nicht geklart
werden. Eine Vergleichbarkeit der Stoffwechselkonstellation von in-vitro-Studienmodellen
mit selektiver Inhibition eines Stoffwechselweges der Eikosanoidsynthese, ist bei prinzipiell
zu erwartender alternativer Metabolisierung mit einem in-vivo- Modell eingeschrankt zu
beurteilen. Die in unserer Studie gemachten Beobachtungen einer Abnahme der Inzidenz
pankreatischer Raumforderungen bzw. einer geringeren Metastasierungsrate vermehrt
unter einer Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo kann deshalb aufgrund des
Studienaufbaus nur zum Teil mit den Ergebnissen anderer Studien verglichen werden
(194,197). Weitere Untersuchungen sind zur Klarung dieses aussichtsreichen Ansatzes
einer moglichen Therapie des metastasierten Pankreakarzinoms mit Cox-2 und 5-Lox-

Hemmern nétig.
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4.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie gelang es uns, durch Modifizierung der Erndhrung eine
Steigerung der Inzidenz, Anzahl und Gro3e von Lebermetastasen im BOP-induzierten
duktalen Adenokarzinom des Pankreas im Syrischen Goldhamsters zu erreichen.
Urséchlich flur die gesteigerte Lebermetastasierung scheint neben der Erhéhung des
Rohfettanteils, bei den zum Teil bekannten tumorwachstumsfordernden Effekten einiger
Fettsauren, auch die erhéhte Lipidperoxidation und weiterhin die Steigerung des oxidativen
Stresses durch Nitrosamine wie BOP verantwortlich zu sein. Daher untersuchten wir neben
dem Einfluss der Hochfettdiat und der medikamentdsen Therapie mit Celebrex und Zyflo
auf die Inzidenz, Anzahl und Grol3e von Lebermetastasen beim Pankreakarzinom auch die
Auswirkungen dieser auf die Lipidperoxidation in metastatischem und metastasenfreiem
Lebergewebe.

Zur weiteren Klarung der klinischen Relevanz sollte daher in tierexperimentellen Studien
sowohl der Einfluss der einzelnen Fettsauren der Reihe der -3 bzw. -6 PUFA als auch
die Effekte der jeweiligen Mischungsverhaltnisse zueinander untersucht werden. Die
Auswirkungen des Verhaltnisses von -3 zu -6 PUFA scheinen ausschlaggebender zu
sein, als der absolute Gehalt der einzelnen Fettsauren. Aktuell ist ein Vergleich der
diversen Studien infolge eines unterschiedlichen Studiendesigns nur begrenzt maoglich.
Ebenso sollte die Beobachtung der Wirkungen der einzelnen -3 und -6 Fettsduren auf
die verschiedensten Tumoren ausgeweitet werden. Hierbei sind ebenfalls verschiedene
individuelle genetische Faktoren wie Polymorphismen der Gene zukinftig zu
berucksichtigen. Festzuhalten sind die unter diesen Bedingungen entstandenen
Veradnderungen im Lipidperoxidationsstoffwechsel mit Auswirkung auf das Wachstums-
bzw. Metastasierungsverhalten der Tumorzellen.

Die in unserer Studie beobachtete Erniedrigung der Inzidenz, Anzahl und GrofR3e von
Lebermetastasen unter Kombinationstherapie mit Celebrex und Zyflo lasst weitere Studien
mit verdnderter Dosierung als sinnvoll erscheinen. Dieses erklart womdglich die positiven
Ergebnisse von Studien unter Einzeltherapie mit Cox-2 und 5-Lox-Hemmern wéhrend uns
eine signifikante Einflussnahme nur durch die Kombinationstherapie gelang. Wir konnten

unter dieser Kombinationstherapie im nicht befallenen Lebergewebe eine Erhéhung der
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Lipidperoxidationsschutzenzyme GSHPX und SOD nachweisen, wahrend die
intrametastatischen Anteile erniedrigte Werte gegeniber den Kontrollgruppen aufzeigten.
Die Einzeltherapie mit einem der beiden Medikamente zeigte dagegen keine signifikante
Veradnderung der Metastasierung.

Weiterhin sollte in tierexperimentellen Studien die Klarung der genauen Wirkmechanismen
der Inhibition der Prostaglandin- und Leukotriensynthese erfolgen, da die kombinierte
Hemmung dieser beiden Synthesewege mit einer Hemmung der Lebermetastasierung und
des Tumorwachstums in Zusammenhang zu stehen scheint. Insbesondere sollte hierbei
auf die Effekte der einzelnen Stoffwechselprodukte der Eikosanoidsynthese geachtet
werden, da diese diverse Wirkungen zu haben scheinen. Die Mechanismen der
Einflussnahme von Eikosanoiden auf die Karzinogenese und Metastasierung erscheinen
vielfaltig und bedtirfen einer Klarung der diversen Ausgangspunkte im Detail. Eine dadurch
maogliche Kombination von Medikamenten verschiedenster Ansatze mit einer effektiven
Dosierung in niederen Konzentrationen konnte das Nebenwirkungspotential einzelner
Therapeutika zugunsten der Patienten deutlich minimieren. Durch unsere Untersuchung
der Auswirkungen sowohl der Nahrungszusammensetzung als auch der Therapie mit
Eikosanoidstoffwechselinhibitoren auf die Lipidperoxidation ergeben sich diverse
hypothetische Ansatze, wie z.B. der Einfluss auf die Basalmembranen in Bezug auf die
Metastasierung von Tumorzellen, die in weiteren Analysen n&her zu klaren sind. Ebenso
scheint eine Auswirkung von Hemmern der Eikosanoidsynthese und z.B.
Chemotherapeutika und Antioxidantien relevant zu sein und sollte evaluiert werden. In
unserer Arbeitgruppe wird daher in zukinftigen Studien u.a. die Wechselbeziehung
zwischen den Konzentrationen der Stoffwechselprodukte der Eikosanoidsynthese und des
Lipidperoxidationsstoffwechsels direkt untersuchen, um die zugrunde liegenden
Mechanismen zu erdrtern, da offensichtlich ein Einfluss auf die Lebermetastasierung
besteht.
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5. Zusammenfassung

Einleitung :
Steigende Inzidenzen und fehlende Screeningverfahren bei haufig bereits fortgeschrittenen

Tumorstadien zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, mit einer mittleren Uberlebenszeit von
3 Monaten machen eine Entwicklung neuer Therapiekonzepte beim Pankreaskarzinom
dringend erforderlich. Die &uferst schlechte Prognose wird unter anderem durch die
hepatische Metastasierung oder die Infiltration in Nachbarorgane bestimmt, so dass nur
palliative Therapieverfahren moglich sind. Adjuvante Chemotherapien zeigten in bisherigen
Studien nur ein geringes Ansprechen bei gleichzeitig starken Nebenwirkungen.

Eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit der Lipidperoxidation, scheint hier der
Stoffwechsel der Eikosanoide zu ubernehmen. Nachweislich konnte hier die hemmende
Wirkung von Cyclooxygenase- und Lipoxygenaseinhibitoren auf das Tumorwachstum des
Pankreaskarzinoms und andere Tumorentitdten gezeigt werden. Untersuchungen zum
Einfluss der Cox- wund/oder Lox-Hemmer auf die Lebermetastasierung und
Lipidperoxidation beim Pankreaskarzinom bestanden bisher nicht. Ebenso fehlte bislang
die Beobachtung der kombinierten Hemmung des Eikosanoidstoffwechsels durch Cox-2
und 5-Lox-Inhibitoren. Zur Evaluierung unserer Behandlungskonzepte bedurfte es eines
standardisierten Tiermodells, welches neben der kurzen Dauer bis zur Inzidenz duktaler
Adenokarzinome des Pankreas von fast 100% auch eine ausreichende
Lebermetastasierungsrate aufzuweisen hat. Daher schien uns das Modell des N-
Nitrosobis-2-oxopropylamin  (BOP)-induzierten  Pankreaskarzinoms des Syrischen
Goldhamsters als geeignet. Die unter Standardernahrung erzielte
Lebermetastasierungsrate von ca. 35,7% konnten wir durch Anheben des Rohfettanteils
von 3,5% auf 21,4% auf bis zu 100% steigern. Durch diese diatetische Modifikation war es
uns moglich, ohne Erhéhung der Fallzahl fortgeschrittene Stadien der Tumorerkrankung zu
untersuchen. In dieser Studie beschéftigten wir uns neben der Einflussnahme von
Celebrex und Zyflo auf Inzidenz, Anzahl und Grof3e von Lebermetastasen zuséatzlich mit
der Wirkung dieser Medikamente unter Hochfetterndhrung auf die Lipidperoxidation in den
Lebermetastasen und metastasenfreien Leberanteilen. Zugrunde legten wir die in

zahlreichen Studien gemachten Beobachtungen tumorwachstumsférdernder Effekte
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bestimmter Fettsauren, unter anderem Linol- und Linolensaure, ebenso wie die Steigerung
des oxidativen Stresses durch Nitrosamine wie BOP bzw. die dadurch bedingte Forderung
der Metastasierungsbereitschaft unter radikalen-induzierter, gesteigerter Lipidperoxidation.
Material und Methoden:

120 mannliche, 8 Wochen alte Syrische Goldhamster wurden unter standardisierten
Bedingungen in 8 Gruppen zu je 15 Hamstern wie folgt randomisiert: Gr.1: keine Therapie;
Gr.2: Celebrex; Gr. 3: Zyflo; Gr. 4: Celebrex und Zyflo; Gr. 5: BOP und keine Therapie; Gr.
6: BOP und Celebrex; Gr. 7: BOP und Zyflo; Gr. 8: BOP, Celebrex und Zyflo. Uber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg wurden die Tiere mit einer Hochfettdiat erndhrt. Die
Gruppen 5-8 erhielten eine wdchentliche subkutane Injektion von 10mg/kg/Korpergewicht
BOP Uber 16 Wochen zur Tumorinduktion, wahren die Gruppen 1-4 0,9%ige NaCl-Losung
injiziert bekamen. Daraufhin erfolgte fur alle Gruppen eine 16- wochige Therapie mit 7mg
Celebrex und/oder 28mg Zyflo. Zur histologischen und biochemischen Untersuchung
erfolgte in der 33.Woche nach Versuchsbeginn die Tétung der Tiere.

Ergebnisse:

Wahrend in den Kontrollgruppen 1-4 erwartungsgemald keine Pankreaskarzinome
vorlagen, betrug die Inzidenz dieser in den Gruppen 5-8 jeweils 100%. Die
Lebermetastasierungsrate lag in Gruppe 5 ebenfalls bei 100%. Im Vergleich zu den
Inzidenzen von Lebermetastasen in den Gruppen 6 (90,9%) und 7 (86,7%), war diese
unter der Kombinationstherapie in Gruppe 8 signifikant erniedrigt (54,5%). Ebenso konnten
wir eine Erniedrigung hinsichtlich der Anzahl und Gr63e von Lebermetastasen in Gruppe 8
beobachten, wahrend in den Gruppen 5-7 keine Unterschiede festzustellen waren.

Die extrametastatische GSHP X-Aktivitat differierte nicht zwischen den Gruppen 1-4, 6 und
7. Niedrigste Aktivitatswerte fanden sich in Gruppe 5, die hochste Aktivitat konnte unter der
Kombinationstherapie in Gruppe 8 gemessen werden. Niedrigste GSHPX-Aktivitaten
intrametastatisch lagen in den Gruppen 6 und 8 vor, wahrend sich die Aktivitdt der
Gruppen 5 und 7 nicht unterschied. Im Vergleich zwischen extrametastatischem und
intrametastatischem Lebergewebe zeigten sich intrametastatisch erniedrigte Werte in den
Gruppen 6-8, wahrend sich in Gruppe 5 kein Unterschied zeigte.

Im extrametastatischen Lebergewebe fanden sich hinsichtlich der SOD-Aktivitat erhdhte

Werte in der Gruppe 4, hochste Werte in der Gruppe 8. Kein Unterschied bestand
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zwischen den Gruppen 1-3 und 5-7. Die SOD-Aktivitat intrametastatisch zeigte hdchste
Werte in der Gruppe 6, wahrend niedrigste Werte in Gruppe 8 gemessen werden konnten.
Kein Unterschied konnte in den Gruppen 5 und 7 beobachtet werden. Im intra- und
extrametastatischen Vergleich der hepatischen SOD-Aktivitat bestand kein Unterschied
zwischen den Gruppen 5-7. In Gruppe 8 konnten intrametastatisch erniedrigte Werte
gemessen werden.

Extrametastatisch fanden sich erhdhte Werte fur die TBARS-Konzentration in Gruppe 6 bei
hochsten Werten in Gruppe 5. Kein Unterschied konnte in den Gruppen 1-4, 7 und 8
festgestellt werden. Intrametastatisch zeigten sich héchste Werte in Gruppe 8 bei erhéhter
Konzentration in den Gruppen 5 und 6. Niedrigste Messergebnisse konnten in Gruppe 7
beobachtet werden. Im Vergleich der intrametastatischen und extrametastatischen
TBARS-Konzentration beobachteten wir erhéhte Werte intrametastatisch in Gruppe 8.
Zwischen den Gruppen 6 und 7 bestand kein Unterschied, in Gruppe 5 war die
Konzentration intrametastatisch erniedrigt.

Diskussion :

Zur Untersuchung der medikamentdsen Auswirkung auf die Lebermetastasierung und
Lipidperoxidation beim Pankreaskarzinom erschien uns unter Bericksichtigung
verschiedenster Verknupfungen der Eikosanoidstoffwechselwege das Modell des BOP-
induzierten duktalen Adenokarzinoms im Syrischen Goldhamster am geeignetsten.

Die in unserer Studie unter Hochfetterndhrung festgestellte Steigerung der
Lebermetastasierungsrate ebenso wie Anzahl und Grol3e der Lebermetastasen, scheint
ihre Ursache in der gesteigerten Lipidperoxidation der Leber zu haben. Die erhdhte
Bereitschaft zur Metastasenbildung konnte mit der Beobachtung oxidationsbedingter
Zellschaden mit Membranschadigung und dadurch erleichterter Invasion von Tumorzellen
in Zusammenhang stehen. Die in metastatisch befallenen Leberanteilen geringere
Lipidperoxidation im Vergleich mit nicht befallenen Hepatozyten lasst sich mdglicherweise
auf das Fehlen von Desaturasen und Elongasen zuriickfuhren. Diese, fur die weitere
Entsattigung und Verlangerung von Linol- bzw. Linolensdure bendtigten Enzyme stellen
letztendlich die bevorzugten Substrate fir die Lipidperoxidation her. Durch diesen
verminderten Einbau der Metabolite in die Phospholipide der Membranen scheint eine

geringere Lipidperoxidation in den Metastasen im Vergleich zur gesunden Leberzelle
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stattzufinden. Es kann daher von einer geringeren Empfindlichkeit der metastatischen
Zellen gegeniber einer Lipidperoxidation ausgegangen werden.

Die Einzeltherapie mit Celebrex oder Zyflo zeigte in unserer Studie keinen signifikanten
Einfluss auf Inzidenz, Anzahl oder Grof3e von Lebermetastasen. Jedoch konnte in der
Kombinationstherapie die Erniedrigung dieser Parameter beobachtet werden.
Moglicherweise konnte durch die Hemmung des Eikosanoidstoffwechsels das
Tumorwachstum bzw. die Metastasierung im nicht befallenen Lebergewebe durch die
Verstarkung der antioxidativen Abwehr inhibiert werden. Offensichtlich scheint dieser
Mechanismus zu einem Schutz des Lebergewebes vor Radikalen, hervorgerufen durch die
Hochfetternahrung und BOP-Induktion, gefiihrt zu haben. Gleichzeitig zeigten die von uns
gemessenen Aktivitaten der Lipidperoxidationsschutzenzyme nach der
Kombinationstherapie keine Aktivitatssteigerung in intrametastatischem Lebergewebe. Es
ist anzunehmen, dass unter anderem die erhdhte intrametastatische Lipidperoxidation tber
eine Membranschédigung zum Zelltod fuhrte. Die Untersuchung einer kombinierten
Hemmung der Prostaglandin- und Leukotriensynthese zur Hemmung des
Tumorwachstums und der Lebermetastasierung erschien uns unter dem Aspekt einer
Steigerung alternativer Metabolisierungswege bei Inhibition eines
Eikosanoidsyntheseweges von Bedeutung. Vermutlich scheint die selektive Hemmung der
Prostaglandinsynthese zu einer vermehrten Bildung von Leukotrienen zu fihren, die im
Zusammenhang mit erhdhter Metastasierung und/oder Tumorentwicklung zu stehen
scheint. Gleichzeitig fuhrt eine selektive Leukotriensynthese-Inhibition zu verstarkter
Bildung von Prostaglandinen, die ebenfalls eine Steigerung der Karzinogenese und
Metastasierung bewirken soll.

Schlussfolgerung

Fur die kombinierte Therapie mit dem COX-2-Hemmer Celebrex und dem 5-LOX-Hemmer
Zyflo konnte eine inhibierende Wirkung auf die Inzidenz, Anzahl und GréfRe von
Lebermetastasen des BOP-induzierten duktalen Adenokarzinoms des Pankreas im
Syrischen Goldhamster beobachtet werden. Die unter einer Hochfetterndhrung gesteigerte
Lebermetastasierung war mit einer Steigerung der Lipidperoxidation in der Leber
verbunden. Die Kombinationstherapie fihrte wu.a. zu einer Erniedrigung der

Lipidperoxidation in metastasenfreiem Gewebe, wahrend sie zu einem Anstieg der
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Lipidperoxidation in den Lebermetastasen fuhrte. Es erscheint somit notwendig, zur
Evaluierung neuer Therapieansatze bei der Lebermetastasierung des Pankreaskarzinoms,
die Zusammenhange des veranderten Lipidperoxidationsstoffwechsels und des
Eikosanoidstoffwechsels mit ihren Folgeprodukten in weiteren Studien zu untersuchen.
Eine dadurch mégliche Kombination von Medikamenten verschiedenster Ansatzpunkte mit
einer effektiven Dosierung in niederen Konzentrationen koénnte das
Nebenwirkungspotential einzelner Therapeutika zugunsten der Patienten deutlich
minimieren. Unter Umstanden stellt die kombinierte Therapie mit Cox-2- und 5-Lox-
Hemmern eine neue Therapieoption bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom

dar.
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