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1. Einleitung

1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC)

Duktale Adenokarzinome, auch als exokrine Pankreaskarzinome bezeichnet, sind die haufigsten
Malignome des Pankreas (mehr als 95 %) und gehoren zu den Malignomen mit der hoéchsten
krebsspezifischen Mortalitdt. Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) stellt die dritthdufigste
krebsbedingte Todesursache in der Europadischen Union dar. In Deutschland erkranken jedes Jahr ca.
20.000 Patienten am Pankreaskarzinom (“Krebs - Pancreatic Cancer” Robert Koch Institut). Aufgrund der
ungiinstigen Prognose versterben auch fast ebenso viele Personen an diesem Tumor. Seit Jahren steigen
die Erkrankungs- und die Sterberaten an, unter anderem aufgrund der demografischen Entwicklung. Laut
neuer Forschungsergebnisse aus den USA wird das Pankreaskarzinom im Jahr 2030 voraussichtlich die
zweithaufigste krebsbedingte Todesursache sein und die Todesfdlle durch Mamma- und Kolonkarzinom
Uberholen (Siegel et al. 2022). Das mittlere (mediane) Erkrankungsalter bei Diagnosestellung liegt

zwischen 70-75 Jahren.

Die muzinésen zystischen Neoplasien (MCN), die intraduktalen papillaren muzinésen Neoplasien (IPMN)
und die pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) stellen die prékanzerdsen Lasionen des
invasiven duktalen Pankreasadenokarzinoms dar. Der Progressionsprozess von Dysplasie zum invasiven
Adenokarzinom findet erst nach der sequenziellen Akkumulation von Mutationen und anderen
genetischen Aberrationen statt (Ying et al. 2016). Bei tiber 90 % der Tumoren liegt eine Mutation im KRAS-
Onkogen vor und ist damit die hdufigste genetische Aberration im Pankreaskarzinom, gefolgt von
Aberrationen an den Tumorsuppressionsgenen TP53, SMAD4 und CDKN2A, die zu ihrer Inaktivierung
fihren (Waddell et al. 2015; Raphael et al. 2017). Das Pankreaskarzinom ist von groRer Heterogenitat und
durch ein desmoplastisches Stroma charakterisiert, wobei die genaue Rolle der Tumormikroumgebung
sowie der immunologischen Regulation groRtenteils unerforscht ist. Bis auf bestimmte genetische
Krankheitsbilder mit familidrer Belastung (2-3% der Neuerkrankungen) ist die Genese des
Pankreaskarzinoms so weit unklar. Als erworbene Risikofaktoren gelten unter anderem Rauchen,

Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und chronische Pankreatitis (Ryan, Hong, and Bardeesy 2014).

Meistens sind die Pankreasadenokarzinome im Pankreaskopf lokalisiert (ca. 70 %). Die Symptome sind
unspezifisch und fallen erst bei fortgeschrittener Erkrankung auf. Initiale Symptome sind Gewichtsverlust
und unklare Oberbauchschmerzen ggf. mit Ausstrahlung in den Ricken. Im Verlauf kénnen je nach

Lokalisation folgende Beschwerden auftreten: lkterus mit Pruritus, Diarrhoe, Steatorrhoe und



Neuauftreten beziehungsweise Verschlechterung eines Diabetes mellitus. Aufgrund der spét eintretenden
unspezifischen Symptome wird die Erkrankung meistens auch erst spdt diagnostiziert.
FriherkennungsmaRnahmen asymptomatischer Personen sind bisher nicht wirksam und daher nicht

empfohlen.

Die Therapie hangt vom Tumorstadium zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ab. Die Tumoren werden in drei
Kategorien unterteilt. Bei resezierbaren lokalen Tumoren (15-20 %) wird eine priméare operative Resektion
durchgefiihrt und stellt die einzige kurative Therapieoption beim Pankreaskarzinom dar (Latenstein et al.
2020). Eine adjuvante medikamentdse Tumortherapie ist indiziert, um das Uberleben zu verldngern. Die
zweite Kategorie sind lokal fortgeschrittene Tumoren ohne Fernmetastasen (15-20 %). Bei diesen Tumoren
ist das Ziel mittels primarer Chemotherapie den Tumor zu verkleinern, um eine resektables Stadium zu
erreichen (Chawla and Ferrone 2019). Bei Patienten mit Fernmetastasen (60-70 %) ist eine medikamentose
Tumortherapie indiziert mit der palliativen Intention, das Uberleben zu verlangern und die Lebensqualitat

zu verbessern (Ryan, Hong, and Bardeesy 2014; Siegel et al. 2022).

1.2 Zielgerichtete Krebstherapie

Neben der zytotoxischen Chemotherapie gewinnt die individualisierte, gezielte molekulare Krebstherapie
mit Antikdrpern oder kleinmolekularen Inhibitoren (,targeted therapy”) zunehmend an Bedeutung. Die
Identifikation weiterer neuer Zielmolekiile auf der Tumorzelle ist flr einen individualisierten
Therapieansatz unerlasslich und stellt eine zentrale Rolle der aktuellen onkologischen Forschung dar, um
eine bessere Ausdifferenzierung der tumorgerichteten Therapie, eine exaktere Abschatzung der Prognose
und des individuellen Therapieansprechens und damit letztlich eine Verbesserung der Prognose des

einzelnen Patienten erméglichen zu kénnen.

In den letzten Jahren wurden durch die Entdeckung einiger, fir die Karzinogenese relevanter
Signaltransduktionswege neue therapeutische Ansatzpunkte aufgedeckt und so das Konzept der
,zielgerichteten” Therapie entwickelt. Durch verbesserte molekulargenetische Analysetechniken wie die
vollstandige Exomsequenzierung (whole-exome sequencing - WES) und , The Cancer Genome Atlas”
(TCGA) Projekt konnte die Forschung zuletzt vermehrt relevante Zielstrukturen der Karzinogenese

verschiedener Tumoren identifizieren und mittels zielgerichteter Medikamente inhibieren (Raphael et al.

2017; Witkiewicz et al. 2015).



1.3 Chemoresistenz: eine Herausforderung in der Therapie des PDAC

Trotz der Fortschritte im biochemischen und pharmakologischen Bereich der Krebsforschung bleibt die
Behandlung des Pankreasadenokarzinoms weiterhin eine grofle Herausforderung. Im Kontrast zu den
Fortschritten in der Diagnostik und Therapie anderer Krebsarten, ist das Pankreaskarzinom die einzige
Krebserkrankung, bei der in den letzten 40 Jahren keine signifikante Verlangerung der Restlebenszeit
erzielt worden ist. Nur in kleinen Subgruppen konnte eine minimale Senkung der Sterblichkeit erreicht
werden. Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate konnte wihrend eines halben Jahrhunderts nur minimal
von 5 % auf 9 % verbessert werden und bleibt im Vergleich zum stetigen Fortschritt in der medikamentésen
Therapie anderer Krebsarten weiterhin unbefriedigend. Als Konsequenz hat das Pankreaskarzinom heute

die schlechteste Prognose unter allen Tumorentitaten.

Neuartige gezielte Ansatze (zum Beispiel Cetuximab, Rigosertib, Elpamotide, Bevacizumab, Aflibercept,
Axitinib, Masitinib and Ganitumab) konnten bis jetzt beim Pankreaskarzinom keine signifikante
Verlangerung der Uberlebenszeit zeigen (Ottaiano et al. 2017). Klinische Studien zeigen, dass die bisher
vorhandenen medikamentdsen Therapiemoglichkeiten nur gering zu einer Verlangerung der
Uberlebenszeit und zur Verbesserung der Lebensqualitit filhren kénnen (Conroy et al. 2018; Hoff et al.
2013), als das Pankreaskarzinom im Allgemeinen ein schlechtes Ansprechen auf die Chemotherapie zeigt.
Eine Schlisselrolle fiir die Chemoresistenz des PDAC scheint das desmoplastische Tumorstroma zu spielen,
welches durch ausgedehnte Fibrose und fehlende Vaskularisation charakterisiert ist und somit die
Verteilung der Chemotherapeutika in der Tumorumgebung verhindert (drug delivery) (Olive et al. 2009;
Provenzano et al. 2012; Jacobetz et al. 2013). Daher sind weitere Untersuchungen zur Abklarung der
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und zur Identifizierung neuer Ziele fiir die therapeutische

Intervention erforderlich.

1.4 Inflammation und Chemoresistenz im PDAC

Inflammation und Karzinogenese sind zwei komplizierte pathologische Prozesse, die miteinander
interagieren (Hanahan and Weinberg 2011). Einerseits gilt die chronische Pankreatitis als Risikofaktor fur
die Entstehung des PDAC und begiinstigt die Tumorprogression (Lowenfels et al. 1993), wahrend auf der
anderen Seite das Pankreaskarzinom an sich selbst eine starke inflammatorische Reaktion verursacht, die
durch unreife myeloische Zellen, Makrophagen und Granulozyten charakterisiert ist (Habtezion,

Edderkaoui, and Pandol 2016).



Inflammatorische Prozesse und insbesondere das Interleukin 6 (IL-6) spielen eine essentielle Rolle in der
Entwicklung des PDAC, der Ausbildung eines desmoplastischen Tumorstromas und der Ausbildung von

Resistenzen gegeniiber den gangigen Chemotherapeutika (Zhang et al. 2013b; Corcoran et al. 2011).

1.4.1 Interferone und IFN-induzierte Proteine mit Tetratricopeptid-Wiederholungen

Interferone (IFNs) gehoren zu den wirksamsten Zytokinen des angeborenen Immunsystems und kénnen
antimikrobielle Reaktionen gegen intrazellulare Virusinfektionen auslésen (MacMicking 2012). Typ-I-IFNs
regulieren eine Immunantwort durch die Aktivierung mehrerer Zelltypen, darunter dendritische Zellen,
zytotoxische T-Zellen und natirliche Killerzellen und zeigen zusatzlich in Zellkulturen antiproliferative und
proapoptotische Aktivitat. Bisher wurden iber 2000 IFN-regulierte Gene (ISGs) identifiziert (Hertzog et al.
2011), darunter die IFN-induzierten Proteine mit Tetratricopeptid-Wiederholungen (IFIT) die die
Proteintranslation wdahrend einer Infektion Uber die Wechselwirkung mit dem eukaryotischen
Initiationsfaktor 3 (elF3) regulieren. Bisher sind vier Mitglieder dieser Proteinfamilie (IFIT1, IFIT2, IFIT3/4,
und IFIT5) identifiziert (Fensterl und Sen 2011; Wacher et al. 2007). Neue Studien zeigen, dass IFIT-Proteine
nicht nur an der antiviralen Immunantwort, sondern auch an verschiedenen zellularen Prozessen beteiligt
sind und sie mit dem Progress und der Metastasierung von Krebs in Zusammenhang stehen (Tan et al.

2021; Pidugu et al. 2019).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, Komponenten des elF3-Komplexes zu binden und die Translation von
Wirtszellproteinen zu hemmen, kdnnten IFIT-Proteine die Zellteilung durch die IFN-Signallibertragung
hemmen. Dariiber hinaus modulieren IFIT-Proteine die Expression negativer Regulatoren des Zellzyklus,
was zur Akkumulation von Zellen am G1-S-Phaseniibergang fiihrt (Xiao et al. 2006). Somit kénnen IFIT-
Proteine als Komplex die Zellapoptose nach der Induktion von IFN-Antworten regulieren (Diamond and
Farzan 2013). In Vorarbeiten zeigte sich eine Hochregulierung von IFIT3 in der humanen hochgradig
metastasierende PDAC-Zelllinie L3.6pl im Vergleich zur Ursprungszelllinie COLO357FG. Zusétzlich fihrt die
transgene Expression von IFIT3 in PDAC-Zelllinien zu einer erhdhten Proliferationsrate und
Chemoresistenz. IFIT3 induziert auch in PDAC-Zellen die Expression von IL-6 und supprimiert die Wirkung

von hungerinduzierter Apoptose (Niess et al. 2014).



1.4.2  IL-6/gp130/STAT3-Signalweg

Der Signalweg IL-6/glycoprotein-130/Signal transducer and activator of transcription 3 (IL-6/gp130/STAT3)

stellt eine der wesentlichen Signalkaskaden in der Tumorentstehung und Tumorprogression im PDAC dar.

IL-6 ist ein 23-30 kDa grof3es Zytokin mit pleiotropen biologischen Aktivitdten auf eine Vielzahl von Zellen.
IL-6 spielt eine wichtige Rolle fir die Inflammationsreaktion im Korper, aber auch fiir die maligne
Transformation und Progression von verschiedenen Tumoren, einschlieBlich dem Pankreaskarzinom.
Durch Beeinflussung der Tumormikroumgebung und der Regulation von Krebsstammzellen tragt IL-6
wesentlich zur Karzinogenese bei (Heo, Wahler, and Suh 2016). IL-6 ist entscheidend fiir die KRAS-
gesteuerte PDAC-Entstehung sowie fir die Tumorprogression von Lasionen mit Intraepithelialen
Neoplasien (PanIN) zu einem invasiven Karzinom. IL-6 fordert die Viabilitdt und Invasion der Zellen und

hiermit die Metastasierung des PDAC (Lesina et al. 2011; Huang et al. 2010).

Gp130 ist ein 130 kDa groRes Transmembranprotein, welches ubiquitdar im menschlichen Korper
exprimiert wird. In der Plasmamembran von Zellen fungiert es als transduzierende Untereinheit
verschiedener Zytokinrezeptorkomplexe. Zu den bindenden Zytokinen zihlen IL-6, Interleukin-11 (IL-11),
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Oncostatin M (OSM), Ciliary Neurotrophic Factor (CNF), Cardiotrophin-1
(CT-1) und Cardiotrophin-like Cytokin (CLC) (Taga 1997), die alle zusammen die IL-6 Zytokinfamilie
darstellen. Durch diese Vielfalt an Liganden hat gp130 ein grof3es biologisches Spektrum und ist involviert
in die Adipozytenregulation (White and Stephens 2011), Inflammation und Tumorprogression (Silver and
Hunter 2010). Die Signaltransduktion in das Innere der Zelle lduft hierbei liber verschiedene

Signalkaskaden ab, wie zum Beispiel STAT3.

STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor und ein Mitglied der STAT-Proteinfamilie. Es wird durch das STAT3-Gen,
ein Onkogen, kodiert, das in mehreren menschlichen Krebsarten, einschlieBlich dem Pankreaskarzinom,

exprimiert wird und dessen Rolle in der Tumorentstehung bekannt ist (Abbildung 1).

Durch Bindung von IL-6 an dessen Rezeptor und an gp130, entsteht ein aktiver Signalkomplex. In diesem
IL-6/IL-6R/gp130-Komplex kommt es zur Homodimerisierung von gp130, was eine Autophosphorylierung
zweier intrinsisch assoziierter Januskinasen (JAK) bedingt (van Duijneveldt, Griffin, and Putoczki 2020).
Diese wiederum phosphorylieren die intrazelluldren Rezeptordomanen von gp130, wodurch STAT-3 (ber
seine SH2-Domane binden kann und von JAK phosphoryliert wird (Abbildung 1). Aufgrund der
Phosphorylierung konnen nun die zwei STATs dimerisieren, in den Zellkern eindringen und dort als

Transkriptionsfaktoren wirken (Heinrich et al. 2003).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Signalweges der IL-6 Zytokinfamilie sowie des schrittweisen
Bindungsprozesses fiir die Mitglieder der IL-6-Familie am Beispiel von IL-6. Die Interaktion an Stelle 1
beinhaltet die Bindung von Zytokinen (in diesem Fall IL-6) an den jeweiligen zytokinspezifischen
Rezeptorteil (IL-6R), wobei die Interaktion an Stelle 2 zwischen dem Zytokin/Rezeptorteilkomplex (IL-6/IL-
6R) und dem gemeinsamen gp130-Rezeptorteil erfolgt. Interaktionen an Stelle 3 beinhalten die Bildung des
endgiiltigen aktiven Signalkomplexes, in diesem Fall die Bildung des IL-6/IL-6R/gp130-Hexamerkomplex,
die zur Aktivierung von Januskinasen (JAK) mit anschliefender Aktivierung des STAT3-Signalweges fiihrt.
Dies fiihrt zu einer Hochregulierung einer Reihe von entziindlichen und protumorigenen Molekiilen sowie
des negativen Regulators SOCS3 (van Duijneveldt, Griffin, and Putoczki 2020).
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Es hat sich gezeigt, dass gp130 eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener Tumorarten spielt,
dazu zdhlen Brustkrebs, Lungenkrebs und Ovarialzellkarzinome (Xu et al. 2013). Zurickzufihren ist dies
teilweise auf die Expression wichtiger onkogener Proteine, wie zum Beispiel Survivin, Bcl-2, Cyclin D, VEGF
und Matrixmetalloproteasen tGber den JAK-STAT3-Signalweg. Diese Proteine haben eine wichtige Funktion
fir Zellproliferation, Zelliiberleben, Angiogenese und Zellmigration und damit bei der Entstehung und

Verbreitung von Tumorzellen (Yu, Pardoll, and Jove 2009).

1.5 Neuartige potenzielle therapeutische Ziele im PDAC

In Vorarbeiten wurde die klinische Relevanz der Proteinexpression des IL-6/STAT3-Sighalweges evaluiert
und das Uberleben in einer Kohorte von Patienten mit reseziertem PDAC in Abhingigkeit der Expression
von IL-6, STAT3 und phosphoryliertem STAT3 (pSTAT3) analysiert (Pozios et al. 2018). Ziel war es hierbei,
das Potenzial dieser Proteine als neuartige prognostische Marker fiir das PDAC zu bewerten. In einem
Tissue Microarray mit PDAC-Gewebe von 175 Patienten konnte gezeigt werden, dass IL-6, STAT3 und
pSTAT3 in Uber der Halfte von den Patienten mit resezierten Pankreaskarzinomen stark exprimiert sind
(Pozios et al. 2018). Basierend auf eigenen Vorarbeiten, die eine prognostische Rolle vom
Ostrogenrezeptor B (ER-B) fiir Patienten mit PDAC zeigten (Seeliger et al. 2018), wurde in dieser Studie
auch die Expression vom ER-B und dessen phosphorylierter Form pER-B untersucht. Interessanterweise
fand sich, dass die Expression von pER-B signifikant mit einer schlechteren Prognose korreliert (Pozios et
al. 2018). Ostrogenrezeptoren werden auf praktisch allen soliden Tumoren exprimiert, jedoch ist die Rolle
von Ostrogenrezeptoren als molekulares Target bei soliden Tumoren, auRer dem Mammakarzinom, bisher
nicht ausreichend charakterisiert. Somit stellen der IL-6/gp130/STAT3 Signalweg sowie der ER-B mdgliche

attraktive innovative therapeutische Ziele fiir das PDAC dar.

1.5.1 Raloxifen

Raloxifen ist ein Vertreter der dritten Generation von selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren. Am
Ostrogenrezeptor a (ER-a) besteht eine Wirkung als Agonist/Antagonist, und am ER-B dominieren in den
meisten Geweben die antagonistischen Effekte. Klinisch wird Raloxifen in der Therapie der Osteoporose
eingesetzt (Vogel et al. 2006). Basierend auf der 2018 veroffentlichten Studie, die eine wichtige Rolle der
Isoform ER-B und ihrer phosphorylierten Isoform pER-P fiir die Tumorprogression nahe legen (Pozios et al.

2018), konnte Raloxifen als Antagonist fiir den ER-B in der Lage sein, durch Abbruch der ER-B-vermittelten
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Signaltransduktion das Tumorwachstum zu inhibieren. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass Raloxifen auch
moglicherweise durch andere Signalwege wirken kann. In silico Daten geben erste Hinweise darauf, dass
Raloxifen die IL-6 induzierte STAT3-Phosphorylierung im 1L-6/gp130/STAT3 Signalweg spezifisch hemmen
kann und potenziell an den gp130-Rezeptor binden und dabei die gp130-Dimerisation stéren kann (Li et

al. 2014).

1.5.2 SC144

SC144 gehort zu der Gruppe der Quinoxalinhydrazide und wurde das erste Mal 2009 an der Universitat
von Siidkalifornien synthetisiert (Xu et al. 2013). Es zihlt zu den niedermolekularen Verbindungen und
bendtigt deshalb keine weiteren Modifikationen, um im Korper stabil zu bleiben und seine Wirkung zu
entfalten. Die Wirkung von SC144 beruht hauptsachlich auf der Bindung an gp130. Hierbei fiihrt es zu
einer Phosphorylierung und Deglykosylierung von gp130 und damit zu einer Senkung seiner Aktivitat.
Somit inhibiert SC144 auch den STAT-3 Signalweg, indem es die Phosphorylierung von STAT-3 und damit

nachweislich die Expression weiterer Onkogene verhindert (Xu et al. 2013) (Abbildung 2).

Als mogliches Krebstherapeutikum induziert es Apoptose und stoppt die Zellzyklusprogression, hat jedoch
in gesunden Epithelzellen nur sehr geringe Wirkung, was es zu einem idealen Tumormedikament machen
konnte (Plasencia et al. 2009). Besonders in multiresistenten Ovarialzellkarzinomen konnte dessen

Wirkung sowohl in vitro als auch in vivo in Mausmodellen gezeigt werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des IL-6 bzw. OSM/gp130/STAT3 Signalweges mit Wirkung des
gp130-Inhibitors SC144. Ein Arbeitsmodell fiir den Wirkmechanismus von SC144 bei PDAC: SC144 bindet
an gp130 und inhibiert die gp130-Aktivitit, was zur Hemmung der IL-6- bzw. OSM-stimulierten STAT3Y7%-
Phosphorylierung und folglich zur Suppression der STAT3-regulierten Genexpression fiihrt. Als Folge
werden eine Reihe von Prozessen wie Inflammation und Desmoplasie, Angiogenese, Tumorproliferation
und Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung sowie Tumorzelliiberleben gehemmt (Pozios et al.
2023).
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1.6 Detektion von okkulten Lebermetastasen: eine diagnostische Herausforderung im PDAC

Das PDAC metastasiert sehr friihzeitig in die Leber, sodass sich insbesondere bei diesen Patienten eine
sehr ungtinstige Prognose ergibt (Wood et al. 2022). Bei mehr als der Halfte der Patienten liegt bei der
Diagnose eine Metastasierung vor. Der Nachweis einer metastatischen Erkrankung schlieft eine
onkologische Resektion des Pankreas aus. Trotz der standarisierenden umfassenden praoperativen
Abkldrung mittels Computertomographie (CT) und ggf. Magnetresonanztomographie (MRT) kommt es bei
der Mehrzahl der Patienten nach kurativer Resektion in den ersten zwei Jahren postoperativ zu einem
Rezidiv mit Nachweis von Fernmetastasen typischerweise in der Leber oder im Peritoneum, was das
Vorhandensein okkulter Metastasen zum Zeitpunkt der Operation bestatigt (Groot et al. 2018; Jones et al.
2019; Shirakawa et al. 2019). Die hepatische Metastasierung im PDAC hat unter allen Rezidivmustern die
schlechteste Prognose und ein friihes Rezidiv stellt einen weiteren Indikator fiir eine schlechte Prognose

dar (Groot et al. 2018).

Daher ist die intraoperative Erkennung hepatischer Metastasen am Beginn einer Pankreasoperation
essenziell, um unnotige Pankreasresektionen mit hoher Morbiditdt zu vermeiden. Die Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebung (Near-infrared fluorescence imaging) unter Verwendung von Indocyaningriin (ICG)
ist eine in der Klinik etablierte Methode, um kolorektalen Lebermetastasen wdhrend einer Operation
darzustellen (Liberale et al. 2017). Jedoch ist die Rolle der Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung beim PDAC,

um Lebermetastasen zu erkennen, nicht bekannt.

1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Inflammatorische Prozesse und insbesondere IL-6 spielen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des
PDAC, der Ausbildung eines desmoplastischen Tumorstromas und der Ausbildung von Resistenzen
gegeniber den gingigen Chemotherapeutika. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der
Identifizierung von prognostischen inflammatorischen Markern sowie der Untersuchung von innovativen
zielgerichteten Therapien im Pankreaskarzinom, die den IL6/gp130/STAT3-Signalweg unterschiedlich
inhibieren kénnen und hiermit eventuell die Wirkung vom Erstlinien-Chemotherapeutikum Paclitaxel
verstarken kénnen. Im Fokus stehen hierbei einerseits die Charakterisierung molekularer Prozesse, die die
Wirkung des Ostrogenrezeptormodulators Raloxifen und des direkten gp130-Inhibitors SC144 im PDAC
beschreiben, und andererseits die Untersuchung des Effektes einer Kombinationstherapie mit Raloxifen

oder SC144 zusammen mit dem Erstlinien-Chemotherapeutikum Paclitaxel in vivo in einem orthotopen
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PDAC-Mausmodell. Diese Aspekte werden hier in vitro und in vivo, im Zellkultur- und Tiermodell,
untersucht. Anschliefend wird im Rahmen der Tierversuche die ICG-gestiitzte Fluoreszenzbildgebung als

Methode evaluiert, um die Sensitivitat der Erfassung moglicher Lebermetastasen beim PDAC zu erhéhen.

Zu den Themenkomplexen, ldentifizierung von prognostischen inflammatorischen Markern und
Untersuchung von innovativen zielgerichteten Therapien im Pankreaskarzinom, werden in dieser Arbeit

die folgenden Fragestellungen untersucht:

- Wird IFIT3 im humanen PDAC exprimiert und welche prognostische Relevanz hat seine Expression
in Patienten mit PDAC? (Arbeit 1)

- Welchen Einfluss hat Raloxifen auf die Tumorproliferation und das Tumorwachstum im PDAC und
auf welchem molekularen Wirkmechanismen beruht die Wirkung von Raloxifen? (Arbeit 2)

- Wird gp130 im humanen PDAC exprimiert und welche Wirkung hat der direkte gp130-Inhibitor
SC144 auf die Tumorproliferation im PDAC? (Arbeit 3)

- Welchen Einfluss hat ein Targeting des IL6/gp130/STAT3-Signalweges mit dem selektiven ER-
Modulator Raloxifen oder dem direkten gp130-Inhibitor SC144 auf die Wirksamkeit des Erstlinien-
Chemotherapeutikums Paclitaxel im PDAC? (Arbeit 4)

- Welche Rolle spielt die ICG-gestiitzte Fluoreszenzbildgebung als Methode, um die Sensitivitat der

Erfassung moglicher Lebermetastasen beim PDAC zu erhéhen? (Arbeit 5)
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Die Rolle von IFIT3 in der Tumorprogression und Chemoresistenz im PDAC

IFIT3 ist ein Gen, dessen Expression durch Interferon stimuliert wird und das verschiedene antivirale und
proinflammatorische Funktionen hat. Da die Inflammation in der Tumorentstehung, Tumorprogression

und Entwicklung von Chemoresistenz beim PDAC eine Schlisselrolle hat, wurde in dieser Arbeit die Rolle
von IFIT3 im PDAC untersucht. In Vorarbeiten zeigte sich eine Hochregulierung von IFIT3 in der humanen
hochgradig metastasierenden PDAC-Zelllinie L3.6pl im Vergleich zur Ursprungszelllinie COLO357FG.
Zusatzlich fuhrte die transgene Expression von IFIT3 in beiden PDAC-Zelllinien zu einer erhohten
Proliferationsrate und Chemoresistenz. IFIT3 induzierte auch die Expression von IL-6 und supprimierte die

Wirkung von hungerinduzierter Apoptose (Niess et al. 2014).

In der vorliegenden Studie wurde die IFIT3 Expression in PDAC-Zelllinien mit unterschiedlichem
Metastasierungspotenzial (FG und L3.6pl) und in einer etablierten Gemcitabin-resistenten Zellvariante
(L3.6plGres) analysiert. Um zudem die klinische Relevanz von IFIT3 weiter zu bewerten, wurde die
prognostische Bedeutung dieses Gens bei Patienten mit reseziertem PDAC untersucht. Im Detail wurde
das Gesamtiiberleben dieser Patienten in Abhangigkeit von der IFIT3 Expression in einem Tissue
Microarray von 254 radikal resezierten Pankreaskarzinomen von zwei klinischen Kohorten analysiert. Die
hochgradig metastasierenden L3.6pl-Zellen zeigten im Vergleich zu FG-Zellen eine signifikant hohere IFIT3
Expression. IFIT3 wurde in Gemcitabin-resistenten Zellen akkumuliert. Eine IFIT3 Uberexpression erhéhte
die Apoptoseresistenz gegen die Behandlung mit Gemcitabin. Somit stellt die Uberexpression von IFIT3
einen Indikator fir anti-apoptotische Aktivitdt und Chemoresistenz von PDAC-Zellen dar. IFIT3 fand sich in
32% der Patienten hoch exprimiert. Die Patienten, die eine hohe Expression von IFIT3 aufwiesen und eine
Chemotherapie erhielten, hatten eine statistisch signifikant verringerte Uberlebensrate gegeniiber den

Patienten mit geringerer Expression und gleicher Chemotherapie.

Zusammenfassend dient IFIT3 als Indikator fiir Chemoresistenz gegen das Erstlinien-Chemotherapeutikum
Gemcitabin sowie als negativer prognostischer Marker fiir Patienten mit reseziertem PDAC, die eine
Chemotherapie erhalten. Hiermit bestdtigt sich die Rolle inflammatorischer Prozesse in der

Tumorprogression und Chemoresistenz im PDAC.

Elevated interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 (IFIT3) is a poor prognostic marker in
pancreatic ductal adenocarcinoma. Zhao Y, Altendorf-Hofmann A, Pozios I, Camaj P, Daberitz T, Wang X,
Niess H, Seeliger H, Popp F, Betzler C, Settmacher U, Jauch KW, Bruns C, Kndsel T. J Cancer Res Clin
Oncol. 2017 Jun;143(6):1061-1068. https://doi.org/10.1007/s00432-017-2351-4
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2.2 Raloxifen inhibiert in vivo und in vitro das Tumorwachstum im PDAC durch Interaktion mit dem

ER-B und dem IL-6/gp130/STAT3 Signalweg.

Die Rolle von Ostrogenrezeptoren beim Pankreaskarzinom ist weitgehend unbekannt. Hinweise aus
eigenen Voruntersuchungen legten eine entscheidende Rolle der Isoform ER-PB fiir die Tumorprogression
nahe (Seeliger et al. 2018). Ausgehend von der Fragestellung, inwiefern die Expression von
Ostrogenrezeptoren beim PDAC mit pathologischen Parametern und der Prognose von Patienten mit
resezierten Pankreaskarzinomen korreliert, sind in eigenen Vorarbeiten eine Reihe immunhistochemisch-
klinischer sowie praklinischer in vitro und in vivo- Untersuchungen durchgefiihrt worden. In einem Tissue
Microarray mit PDAC-Gewebe von 175 Patienten konnte gezeigt werden, dass die Proteine des IL-6/STAT3-
Signalweges sowie ER-B und seine phosphorylierte Form in der Mehrheit der Patienten hoch exprimiert
sind und die Expression von phosphoryliertem ER-f signifikant mit einer schlechteren Prognose der PDAC-
Patienten korreliert (Pozios et al. 2018). In silico Daten zeigten, dass Raloxifen auRerhalb von einer Wirkung
als selektiver ER-Modulator auch als moglicher Inhibitor der IL-6/gp130-Interaktion und folglich der IL-
6/gp130/STAT3 Signalkaskade wirken kénnte (Li et al. 2014).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Modulation der ER-B Signaltransduktion mit Raloxifen zu einer
Reduktion der Proliferationsrate in vitro und zu einer signifikanten Inhibition des orthotopen
Tumorwachstums in einem PDAC-Mausmodell fiihrt. In in vitro Versuchen wurde gezeigt, dass ein
Targeting des ER-B Signalweges mit dem selektiven ER-Modulator Raloxifen zu einer dosisabhangigen,
signifikanten Reduktion der Proliferation von humanen PDAC-Zellen flihrt. Dieser Effekt konnte durch
siRNA knockdown von ER-B antagonisiert werden, nicht jedoch durch knockdown von ER-a, so dass
offensichtlich eine Spezifitdt des Effektes beziiglich ER-B besteht. Gleichzeitig konnte in PDAC-Zellen eine
signifikante Inhibition der Synthese von IL-6 nach Gabe von Raloxifen gezeigt werden, so dass hier
moglicherweise ein Link zu inflammatorischen Komponenten der Karzinogenese und Tumorprogression
besteht. Im orthotopen PDAC Xenograft-Mausmodell fiihrte die Therapie mit Raloxifen zu einer
signifikanten Reduktion des Tumorwachstums und der Metastasierung. Histologisch konnte eine
Reduktion der Tumorzellproliferation auch in vivo bestatigt werden. Anhand dieser Daten kdnnte ein
Kollektiv von Patienten identifiziert werden, die neben einer adjuvanten zytotoxischen Therapie von einer
Therapie mit Raloxifen moglicherweise profitieren kénnten.

Raloxifene inhibits pancreatic adenocarcinoma growth by interfering with ERB and IL-6/gp130/STAT3

signaling. Pozios I, Seel NN, Hering NA, Hartmann L, Liu V, Camaj P, Miller MH, Lee LD, Bruns CJ, Kreis ME,
Seeliger H. Cell Oncol (Dordr). 2021 Feb;44(1):167-177. https://doi.org/10.1007/s13402-020-00559-9
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2.3 Inhibition von gp130 mittels SC144 als potenzieller Therapieansatz im PDAC

Der IL-6/gp130/STAT3-Signalweg stellt eine der wesentlichen Signalkaskaden in der Tumorentstehung,
Tumorprogression, Metastasierung und Chemoresistenz des PDAC dar. Glycoprotein-130 fungiert in der
Plasmamembran von Zellen als transduzierende Untereinheit verschiedener Zytokinrezeptorkomplexe der
IL-6 Familie und libertragt intrazelluldr das Signal der IL-6 Zytokinen durch STAT3 Aktivierung. SC144 ist ein

niedermolekularer direkter gp130-Inhibitor.

Diese Studie untersucht einerseits die gp130-Expression in PDAC-Proben einer klinischen Kohorte und
anderseits die in vitro Wirkung von SC144 in PDAC-Zelllinien. Hierfir wurde die gp130-Expression im
Tumorepithel und Tumorstroma in einem Tissue Microarray von 175 resezierten Pankreaskarzinomen
durch Immunhistochemie bestimmt und eine Uberlebensanalyse durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde in
vitro die Hemmung der Tumorproliferation durch SC144 mittels BrdU- und MTT-Assays evaluiert und mit

Hilfe von Western Blots, die Wirkung von SC144 auf die IL-6- und OSM-Signallibertragung untersucht.

Gp130 wird im Epithel von 78,8 % und im Stroma von 9,4 % der Tumorproben exprimiert. Patienten ohne
stromale gp130-Expression zeigen ein schlechteres Uberleben als Patienten mit stromaler gp130-
Expression (Median 16,2 bzw. 22,9 Monate), dieser Unterschied erreicht jedoch keine Signifikanz (p =
0,144). SC144 hemmt die Zellproliferation und Zellviabilitdt von PDAC-Zellen und supprimiert sowohl die

durch IL-6 als auch die durch OSM stimulierte STAT3Y7%>-Phosphorylierung in Pankreaskarzinomzelllinien.

Obwohl gp130 in der Mehrheit der epithelialen PDAC-Zellen nachgewiesen werden konnte, ist die
stromale gp130 Expression in dieser Studie nur gering. Der niedermolekulare gp130-Inhibitor SC144 kann
wirksam die Tumorproliferation des PDAC in vitro hemmen und die IL-6- oder OSM/gp130/STAT3-
Signalkaskade inhibieren. Diese Ergebnisse legen nahe, dass gpl30 ein neuartiges mogliches
therapeutisches Ziel flir die Behandlung von PDAC sein kann. Der innovative Ansatz einer direkten gp130-
Inhibition beruht auf der Tatsache, dass gp130 der membranstindige Signaltransduktor fiir alle IL-6
Zytokine (IL-6, IL-11, IL-27, LIF, CNTF, OSM, CT-1, CLC) ist (Taga 1997). Somit ist anzunehmen, dass durch
SC144 nicht nur die Wirkung von IL-6 blockiert wird, sondern auch die der anderen Zytokinen. Jedoch ist

die Rolle von diesen Zytokinen im PDAC bisher nur in Ansatzen charakterisiert.

Gp130 is expressed in pancreatic cancer and can be targeted by the small inhibitor molecule SC144.
Pozios I, Hering NA, Guenzler E, Arndt M, Elezkurtaj S, Knosel T, Bruns CJ, Margonis GA, Beyer K, Seeliger H.

Journal of Cancer Research and Clinical Oncology. 2023 Jan;149(1):271-280.
https://doi.org/10.1007/s00432-022-04518-9
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2.4 Die Inhibition des IL-6/gp130 Signalwegs durch Raloxifen oder SC144 verstérkt die Effektivitit von
Paclitaxel im PDAC

Paclitaxel ist ein Zytoskelett-Hemmer, welcher als Erstlinien-Kombinationstherapie mit dem Standard-
Chemotherapeutikum Gemcitabine im PDAC verwendet wird (Goldstein et al. 2015). Inwiefern eine
zuséatzliche Inhibition des IL-6/gp130 Signalweges mit Raloxifen oder SC144 die Effektivitat der Standard-
Chemotherapeutika und die Chemoresistenz beeinflusst, war bislang unklar und wurde bisher nicht
untersucht. Ziel der vorliegenden Studie war es zu klaren, ob ein gezieltes Targeting des IL-6/gp130
Signalweges mit SC144 oder Raloxifen die Wirksamkeit von Paclitaxel verstarkt. MTT- und BrdU-Assays
sowie TUNEL-Farbungen wurden durchgefiihrt, um die Viabilitat, Proliferation und Apoptoseinduktion der
Zellen in den humanen PDAC Zelllinien L3.6pl und AsPC-1 zu untersuchen. In vivo wurden die Effekte in
einem orthotopen PDAC-Mausmodell untersucht. Die Tumorproben wurden vermessen und mittels gPCR,
Immunhistochemie und ELISA analysiert. In vitro zeigte eine kombinierte Stimulation mit
Raloxifen/Paclitaxel eine verstirkte Inhibition der Tumorzellproliferation und Apoptoseinduktion.
Berechnungen des Synergie-Scores bestatigten einen additiven Einfluss von Raloxifen auf Paclitaxel. Im
PDAC-Mausmodell konnte ebenfalls gezeigt werden, dass beide Kombinationen von Raloxifen/Paclitaxel
und SC144/Paclitaxel das Tumorwachstum im Vergleich zur Monotherapie reduzieren. Jedoch scheinen
die Wirkmechanisen von Raloxifen und SC144 unterschiedlich zu sein. Wahrend die Kombination von
Raloxifen/Paclitaxel die Survivin-mRNA-Expression verringert und tendenziell eine erh6hte Caspase-3-
Farbung in den Primartumoren zeigt, reduziert die Kombination von SC144/Paclitaxel den IL-6-Spiegel in
den Tumoren und im Plasma der Mause. Zusammenfassend kann die zusatzliche Gabe von einem IL-
6/gp130 Hemmer (Raloxifen oder SC144) die antikanzerogene Wirkung von Paclitaxel auf das
Tumorwachstum verstarken, was darauf hindeutet, dass die Paclitaxel-Dosen auch bei einer kombinierten
Chemotherapie reduziert werden kdonnten, um die Nebenwirkungen von Paclitaxel zu verringern. Somit
koénnte die Chemoresistenz gegentiber Paclitaxel reduziert werden. Dieser therapeutische Ansatz kdnnte
eine neue Perspektive in der individualisierten molekularen Diagnostik und Therapie beim

Pankreaskarzinom eroéffnen.

Targeting Interleukin-6/Glycoprotein-130 Signaling by Raloxifene or SC144 Enhances Paclitaxel Efficacy in
Pancreatic Cancer. Hering NA, Giinzler E, Arndt M, Zibell M, Lauscher JC, Kreis ME, Beyer K, Seeliger H, Pozios
I. Cancers (Basel). 2023 Jan 11;15(2):456. https://doi.org/10.3390/cancers15020456
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2.5 Machbarkeitsstudie zum Nachweis von PDAC-Lebermetastasen mittels Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebung im orthotopen Mausmodell

Der Nachweis einer metastatischen Erkrankung schliel$t eine onkologische Resektion des Pankreas aus.
Nahinfrarot-Fluoreszenzmarkierungen wie ICG unterstiitzen die intraoperative Erkennung okkulter und
hepatischer Mikrometastasen und ihre Rolle ist bei Erkennung kolorektalen Metastasen bereits in der
Klinik etabliert (Liberale et al. 2017). Jedoch ist diese Methode im PDAC bis jetzt nicht untersucht. Unter
Bericksichtigung der 3R-Prinzipien, Ersetzen, Reduzieren, Verbessern (Replace, Reduce, Refine), konnten
wir diese Fragestellung in einem bereits bestehenden und genehmigten Tierversuchsvorhaben
adressieren. Um die Sensitivitat der Erfassung moglicher Lebermetastasen im PDAC zu erhéhen, wurde
die Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung in unserem Projekt integriert und als Methode evaluiert. Ziel der
vorliegenden Studie war es, die Rolle der Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung mittels ICG bei PDAC-

Lebermetastasen als Machbarkeitsstudie in dem orthotopischen PDAC-Mausmodell zu untersuchen.

Das PDAC wurde durch die Injektion humanen PDAC-Zellen (L3.6pl) in den Pankreasschwanz von BALB/c-
nu Mausen induziert. Nach vierwdchigem Tumorwachstum wurde ICG in die Schwanzvene injiziert und bei
der Tumorentnahme am darauffolgenden Tag eine Fluoreszenzsignalanalyse mithilfe der Quest Spectrum®
Fluoreszenzbildgebungsplattform durchgefiihrt. Obwohl ein PDAC-Wachstum und Lebermetastasen bei
allen Tieren visuell bestatigt werden konnten, zeigte keine der Lebermetastasen ein erhdhtes Fluoreszenz-
Signal. Die ICG-Farbung konnte weder die Lebermetastasen sichtbar machen noch die
Fluoreszenzintensitdt des Randes um die Leberldsionen verstarken. Daher ist die ICG-Farbung nicht in der
Lage, die Sensitivitat der Erfassung moglicher Lebermetastasen mittels Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung

im PDAC zu erhéhen.

Weitere Studien auf molekularer Ebene sind erforderlich, um den zugrundeliegenden Mechanismus fiir
die unzureichende ICG-Speicherung in den PDAC-Lebermetastasen und der Rander der Leberldsionen zu

erldutern.

Near-infrared fluorescence imaging for detecting pancreatic liver metastasis in an orthotopic athymic
mouse model. Lee LD, Hering NA, Zibell M, Lobbes LA, Kamphues C, Lauscher JC, Margonis GA, Seeliger H,
Beyer K, Weixler B, Pozios I. In Vivo. 2023 Mar-Apr;37(2):519-523. https://doi.org/10.21873/invivo.13109
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3. Diskussion

Maligne Erkrankungen des Pankreas sind aktuell die vierthaufigste Ursache der durch Krebs verursachten
Todesfalle bei beiden Geschlechtern in der westlichen Welt mit steigender Tendenz. In 2018 war das PDAC
weltweit flr Gber 430.000 Todesfélle verantwortlich und in 2030 wird es voraussichtlich die zweithaufigste
krebsassoziierte Todesursache in Europa und in den Vereinigten Staaten von Amerika sein (WHO
Organisation 2020). Aufgrund einer haufig erst sehr spaten Diagnose in einem bereits fortgeschrittenen
Stadium kommt ein potenziell kurativer chirurgischer Therapieansatz nur bei 15-20 Prozent der Patienten
in Frage. Daher stellt die medikamentose Tumortherapie die wichtigste Sadule der Behandlungsoptionen
dar. Jedoch gibt es aktuell keine effektive Therapieoption fiir Patienten mit nicht resektablen Tumoren
trotz der essenziellen Fortschritte bei anderen Krebserkrankungen durch neuartige Chemotherapeutika,
Immuntherapie oder zielgerichtete Antikdrpertherapie. Daher ist Forschung in diesem Bereich von groRRer
Bedeutung, um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen besser zu verstehen und neue Ziele fiir

die therapeutische Intervention zu identifizieren.

Ein essenzielles Problem der Chemotherapie im PDAC ist die Chemoresistenz. Obwohl gdngige
Chemotherapeutika in in vitro Experimenten Effekte in epithelialen Zellkulturmodellen zeigen, kénnen
diese erfolgsversprechenden Ergebnisse nicht in PDAC-Patienten libertragen werden. Hierfiir scheint die
desmoplastische Tumormikroumgebung des PDAC verantwortlich zu sein. Inflammatorische Prozesse und
insbesondere der gp130/STAT3-Signalweg der IL-6 Zytokinfamilie scheinen eine wichtige Rolle nicht nur in
der Entwicklung des PDAC zu spielen, sondern auch in der Ausbildung dieses desmoplastischen

Tumorstromas und der Ausbildung von Chemoresistenzen (Zhang et al. 2013b; Corcoran et al. 2011).

Im Fokus dieser Arbeit stand die Identifizierung prognostischer Marker fiir das PDAC, die moglicherweise
als neue therapeutische Ziele dienen konnten, sowie die Untersuchung der Blockierung des IL-
6/gp130/STAT3-Signalweges durch den Ostrogenrezeptormodulator Raloxifen und den direkten gp130-
Hemmer SC144 als neue Therapieoption im PDAC. Ziel war es, mogliche Effekte zu Uberprifen, die
grundlegende Mechanismen dieser Wirkung zu erldutern sowie die Grundlage fiir eine mogliche klinische
Anwendung einer Kombinationstherapie aus klassischen Chemotherapeutika mit Raloxifen oder dem
neuen gpl30-Hemmer SC144 zu schaffen. Im Rahmen dieser Experimente haben wir zuséatzlich als
Methode die ICG-gestlitzte Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung evaluiert, um die Sensitivitat der Erfassung
moglicher Lebermetastasen beim PDAC zu erhéhen, da das Auftreten dieser sehr haufig und entscheidend

fiir das geringe Uberleben bei PDAC-Patienten ist.
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3.1 Inflammatorische prognostische Marker im PDAC

3.1.1 IFIT3 Expression

Ausgehend von den Voruntersuchungen unserer friiheren Arbeitsgruppe konnten wir IFIT3 als
potenziellen prognostischen Marker fiir Patienten mit PDAC identifizieren. In einer Gain-of-Function-
Studie zeigte sich eine Hochregulierung von IFIT3 in der aggressiven humanen PDAC-Zelllinie L3.6pl im
Vergleich zu ihrer urspriinglichen Zelllinie, COLO357FG. Des Weiteren konnte auch gezeigt werden, dass
IFIT3 die IL-6 Expression induziert (Niess et al. 2014). Basierend auf diesen Daten haben wir die Expression
von IFIT3 in zwei klinischen Kohorten mit Patienten mit reseziertem PDAC von zwei chirurgischen Zentren

analysiert (Zhao et al. 2017).

Hier konnte bestatigt werden, dass die erhéhte Expression von IFIT3 einen unabhdngigen prognostischen
Faktor fiir das gesamte Uberleben dieser Patienten darstellt (Zhao et al. 2017). Van den Broeck et al.
analysierten Expressionsprofile von IFIT3 in Proben von PDAC-Patienten und zeigten einen Trend, dass die
IFIT3-Expression mit einer schlechteren Prognose korrelierte (Van den Broeck et al. 2012). In anderen
Studien wird berichtet, dass IFIT3 in T- und B-Zellen, plasmazytoiden dendritischen Zellen, myeloischen
dendritischen Zellen, Nierenzellen und Neuronen weit verbreitet ist (Fensterl et al. 2008; Wacher et al.
2007). Da Immunsuppression ein Kennzeichen des PDAC darstellt und zu einer friihen Metastasierung und
einem kiirzeren Uberleben der Patienten beitragt, spielt IFIT3 als Bestandteil unterschiedlicher
Immunzellen eventuell eine Rolle bei der Interaktion des Immunsystems und des PDAC in der

Tumormikroumgebung (Gautam, Batra, and Jain 2023).

In dieser Arbeit bestatigt sich das Potenzial von IFIT3 als negativen prognostischen Marker flir das PDAC
und somit die Rolle inflammatorischer Prozesse im Pankreaskarzinom. Jedoch ist die Rolle von IFIT3 im
PDAC nur unzureichend beschrieben und weitere Untersuchungen sind erforderlich. IFIT3 ist ein
Entziindungs-assoziiertes Gen, das Uber den JAK/STAT-Signalweg reguliert wird und die IL-6 Expression
induziert (Niess et al. 2014). Da der IL-6/gp130/STAT3-Signalweg essenziell fir die Entstehung und

Progression des PDAC ist, lag der Fokus weiterer Studien in dieser Arbeit auf diesem Signalweg.

3.1.2 1L-6/gp130 Expression

Der IL-6-Spiegel im Serum von Patienten mit PDAC ist erh6ht im Vergleich zu gesunden Patienten oder
Patienten mit chronischer Pankreatitis und stellt einen negativen prognostischen Marker dar (Okada et al.

1998; Ebrahimi et al. 2004; Talar-Wojnarowska et al. 2009). Ein erhdhter IL-6-Serumspiegel bei Patienten
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mit PDAC korreliert auch mit einer erhéhten Tumorlast, Kachexie, Metastasierung und einem erhdhten
Tumorstadium sowie bei metastasierten Patienten mit einem schlechten Gesamtiberleben (Ebrahimi et
al. 2004; Okada et al. 1998; Talar-Wojnarowska et al. 2009; Miura et al. 2015; Ramsey et al. 2019; Farren
etal. 2016). Aus diesen Griinden wurde berichtet, dass der IL-6-Serumspiegel im Vergleich zum C-reaktiven
Protein (CRP), dem karzinoembryonalen Antigen (CEA) und dem Kohlenhydratantigen 19-9 (CA19-9) einen

Mehrwert als diagnostischer und prognostischer Marker haben konnte (Mroczko et al. 2010).

IL-6 wird in der Tumormikroumgebung exprimiert und ist in humanen PDAC-Tumoren im Vergleich zu
angrenzendem normalem Gewebe Uberexprimiert (Bellone et al. 2006; Xing et al. 2018). In unserer
Vorarbeit konnte in einem Tissue Microarray mit PDAC-Gewebe von 175 Patienten auch gezeigt werden,
dass die Proteine vom IL-6/STAT3 Signalweg in den meisten Tumorproben hoch exprimiert sind (Pozios et
al. 2018). Allerdings zeigte in unserer Kohorte die Expression von IL-6, STAT3 und pSTAT3 keine
prognostische Relevanz fiir das gesamte oder tumorfreie Uberleben dieser Patienten. Analog zu unseren
Daten zeigten andere Studien, einschlieBlich den Daten vom ,The Cancer Genome Atlas”, ebenfalls keine
signifikante Korrelation der erhdhten IL-6-Expression mit der Uberlebensrate (Kim et al. 2017; van
Duijneveldt, Griffin, and Putoczki 2020). Jedoch korreliert in anderen Studien die Expression von IL-6 mit
einem verringerten Uberleben (Mroczko et al. 2010; Ramsey et al. 2019; Bellone et al. 2006). Diese
kontroverse Datenlage deutet daraufhin, dass die prognostische Rolle der IL-6-Expression im PDAC-

Gewebe in weiteren Studien basierend auf groReren Patientenkohorten untersucht werden soll.

In unserem orthotopen PDAC-Mausmodell konnte eine Uberexpression von IL-6 auf mRNA-Ebene in den
Pankreasmaustumoren sowie auf Proteinebene im Serum der M&use nachgewiesen werden (Hering et al.
2023). Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien (berein, die ebenfalls eine
Uberexpression von IL-6 auf mRNA- und Proteinebene im Pankreas von PDAC-Mausen berichtet haben
(Shi et al. 2019; Nagathihalli et al. 2016; Zhang et al. 2013a). In der Literatur sind allerdings
unterschiedliche Expressionsniveaus von IL-6 in verschiedenen primadren und kommerziellen humanen
PDAC-Zelllinien beschrieben. Jedoch ist die IL-6 Expression von den Karzinomzellen durchaus héher im
Vergleich zu den normalen pankreatischen duktalen Epithelzelllinien (Goumas et al. 2015; Bellone et al.
2006; Zhang et al. 2013b; Feurino et al. 2007; Wigmore et al. 2002). Hier scheint die

Tumormikroumgebung eine wichtige Rolle beizutragen.

In dieser Arbeit konnte in einem Tissue Microarray mit PDAC-Gewebe von 175 Patienten auch gezeigt
werden, dass gp130 im Epithel der meisten Tumorproben hoch exprimiert ist. Jedoch ist die stromale

gp130 Expression in dieser Studie nur gering. Patienten ohne stromale gp130-Expression zeigen ein
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schlechteres Uberleben als Patienten mit stromaler gp130-Expression (Median 16,2 bzw. 22,9 Monate),
dieser Unterschied erreicht jedoch keine Signifikanz (p = 0,144). Diese Ergebnisse legen nahe, dass gp130

ein neuartiges mogliches therapeutisches Ziel fiir die Behandlung von PDAC sein kann.

3.2 Die Rolle der inflammatorischen Tumormikroumgebung und des IL-6/gp130 Sighalwegs im PDAC

In den letzten Jahren wird zunehmend die Rolle der Tumormikroumgebung im PDAC beschrieben, da sie
entscheidend fir die Tumorentstehung, Progression, Metastasierung und Chemoresistenz ist. Das PDAC
ist durch ein typisches desmoplastisches Stroma charakterisiert, welches fast 90 % des gesamten
Tumorvolumens ausmacht (Erkan et al. 2012; Neesse et al. 2011; Pandol et al. 2009). Diese einzigartige
Eigenschaft scheint fiir das therapeutische Versagen der sonst aggressiven Chemotherapeutika

verantwortlich zu sein.

Mittlerweile ist eine Reihe von Zelltypen in der Pankreastumormikroumgebung charakterisiert, die mit den
pankreatischen, duktalen Karzinomzellen interagieren und zu der entziindlichen desmoplastischen
Komponente des PDAC beitragen. Darunter zdhlen krebsassoziierte Fibroblasten (CAFs), pankreatische
Sternzellen (PSCs), tumorassoziierte Makrophagen (TAMs), tumorassoziierte Neutrophile (TANs),
regulatorische T-Zellen, myeloid-abgeleitete Suppressor-Zellen (MDSCs), natirliche Killerzellen,
dendritische Zellen, Mastzellen, Nervenzellen und Endothelzellen (Foucher et al. 2018). Die Interaktionen
zwischen den verschiedenen Zelltypen innerhalb der Tumormikroumgebung sowie zwischen den
Stromazellen und den epithelialen Karzinomzellen stellen komplexe Prozesse dar, die nur teils beschrieben
sind und das Verstandnis der grundlegenden Mechanismen erschweren. Die oben genannten Zelltypen
konnen unterschiedlich auf die Tumorproliferation und auf die anderen Zellen der Tumormikroumgebung

wirken und je nach Interaktion und Signalen entweder die Tumorproliferation férdern oder inhibieren.

Fiir die entziindliche desmoplastische Reaktion der Tumormikroumgebung sind die CAFs und die PSCs
verantwortlich. Nach entsprechender Aktivierung produzieren sie verschiedene Komponenten der
extrazellularen Matrix wie Kollagen, Laminin und Fibronektin, die die Tumormikroumgebung umbauen
und eine fibrotische Barriere um das PDAC bilden. Diese erschwert das Durchdringen von
Chemotherapeutika (,Drug Delivery”) und trégt zur Bildung von Chemoresistenzen im PDAC bei
(Masamune et al. 2009; Jacobetz et al. 2013; Provenzano et al. 2012; Apte, Pirola, and Wilson 2015). Es

sind drei Typen von CAFs beschrieben, die myofibroblastischen CAFs (myCAFs), die inflammatorischen
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CAFs (iCAFs) und die kiirzlich entdeckten Antigen-prasentierenden CAFs (apCAFs) (Ohlund et al. 2017;
Elyada et al. 2019).

Wahrend myCAFs durch hohe Expression von a-Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) den Umbau der
extrazelluldaren Matrix und die Epitheliale-mesenchymale Transition vorantreiben, sind iCAFs durch
niedrige Expression von a-SMA und hohe Expression von Zytokinen, vor allem IL-6, gekennzeichnet und
an inflammatorischen Prozessen und in der Ablagerung von extrazelluldrer Matrix beteiligt (Ohlund et al.
2017). Somit tragt nicht nur die IL-6-Expression der epithelialen PDAC-Zellen zur Tumorproliferation,
Tumorprogression, Angiogenese und Metastasierung im PDAC bei, sondern auch die IL-6-Expression der

iCAFs, die die oben genannten Prozesse fordert.

In unserem orthotopen PDAC-Mausmodell konnten wir eine Uberexpression von IL-6 auf mRNA-Ebene in
den Pankreasmaustumoren sowie auf Proteinebene im Serum der Mause nachweisen. Da wir ein
transgenes Mausmodell mit humaner PDAC-Zelllinie in unserer Arbeit verwendet haben, haben wir
sowohl auf humanes als auch auf murines IL-6 im Serum der Mause untersucht. Unsere Ergebnisse
konnten die oben genannten Befunden bestatigen, da wir humanes und murines IL-6 im Serum der Mause
nachweisen konnten. Somit konnte gezeigt werden, dass IL-6 sowohl von den humanen epithelialen
Pankreaskarzinomzellen als auch von den murinen Stromazellen exprimiert wird (Hering et al. 2023). Im
Einklang mit unseren Ergebnissen waren auch Befunde von anderen Studien. In einem Organoidmodell
waren in Monokultur von Pankreaskarzinom- oder Stromazellen nur geringe Menge von IL-6 nachweisbar,
wahrend in einem Kokultur-System von Pankreaskarzinom- und Stromazellen iCAFs hohe Mengen von IL-
6 exprimierten und hierdurch in den epithelialen Pankreaskarzinomzellen den IL-6/gp130/STAT3-
Signalweg aktivierten (Hamada et al. 2016; Ohlund et al. 2017; Nagathihalli et al. 2016).

Die Wirkung gangiger Chemotherapeutika wird einerseits durch die oben beschriebene desmoplastische
Struktur des PDAC, die mit der extrazellularen Matrix eine Barriere bildet, und anderseits durch die
Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen und anderen Signalmolekilen verhindert (Jacobetz et al.
2013). Aus diesen Griinden ist ein doppeltes Targeting der duktalen Karzinomzellen und der

Tumormikroumgebung erforderlich, um effektive therapeutische Ansétze zu entwickeln.

3.3 Inhibition des IL-6/gp130-Signalweges als Therapieoption im PDAC

Die oben genannten Daten weisen darauf hin, dass der IL-6/gp130/STAT3-Signalweg ein

vielversprechendes therapeutisches Ziel fiir die Behandlung von PDAC-Patienten darstellt. In unserer
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Arbeit konnten wir diese Hypothese bestatigen, da wir die hemmende Wirkung von Raloxifen oder SC144
auf die IL-6/gp130/STAT3-Signallibertragung in PDAC-Zellen und auf das Tumorwachstum in einem

Xenotransplantat-Mausmodell zeigen konnten (Pozios et al. 2020; 2023; Hering et al. 2023).

Obwohl Raloxifen als selektiver ER-Modulator bekannt ist, stehen in silico Daten zur Verfiigung, die
Raloxifen als moglichen Hemmer der IL-6/gp130 Interaktion darstellten (Li et al. 2014). In einer 2014
erschienen Arbeit zeigten Li und Kollegen, dass Raloxifen die IL-6 induzierte STAT3-Phosphorylierung im IL-
6/gp130/STAT3 Signalweg spezifisch hemmen kann und potenziell an den gp130-Rezeptor binden und
dabei die gp130-Dimerisation stéren kann (Li et al. 2014). Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten zeigen,
dass Raloxifen die IL-6-Synthese in humanen PDAC-Zellen hemmt, spezifisch am gp130 sich bindet und als
moglichen Wirkmechanismus die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung wirksam supprimiert (Pozios et
al. 2020). Dariiber hinaus zeigen unsere Daten, dass Raloxifen zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferationsrate in verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien fihrt sowie das Tumorwachstum in vivo in
einem orthotopen Pankreasadenokarzinom-Mausmodell reduziert. Diese Befunde werden durch andere
Studien gestiitzt, die die Rolle von Bazedoxifen, einem anderen selektiven ER-Modulator mit dhnlichem
Wirkmechanismus, untersuchten (Li et al. 2014; Wu et al. 2016). Bazedoxifen wurde, wie auch Raloxifen
durch in silico Analysen als potenzieller IL-6/gp130 Inhibitor identifiziert und zeigt in einer weiteren Studie,

dhnliche Ergebnisse beziiglich seiner in vitro und in vivo Wirkung im PDAC (Wu et al. 2016).

Kirzlich wurden verschiedene gegen IL-6 gezielte humanisierte, murine oder chimare Antikorper
(Olokizumab, Sirukumab, Siltuximab, Clazakizumab, PF-423691, MED15117 und Elsilimomab) in klinischen
Studien der Phasen I, Il oder Il vor allem als entzindungshemmende Substanzen fir
Autoimmunerkrankungen untersucht (Choy et al. 2020). Des Weiteren stehen mittlerweile gezielte
Antikorper gegen die spezifische IL-6 Untereinheit des IL-6-Rezeptorkomplex (IL-6Ra), wie Tocilizumab und
Sarilumab zur Verfligung (Choy et al. 2020). Der humanisierte Anti-IL-6Ra-Antikorper Tocilizumab ist in
mehr als 100 Landern fir rheumatoide Arthritis und andere autoinflammatorische Erkrankungen
zugelassen und wurde auch fiir die Behandlung der COVID19-Pneumonie angesetzt (Choy et al. 2020).
Derzeit wird Tocilizumab in Kombination mit Gemcitabin/nab-Paclitaxel in einer randomisierten Phase Il
Studie fir Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem PDAC untersucht (NCT02767557).
Eine weitere klinische Studie wurde mit dem monoklonalen Anti-IL-6-Antikorper Siltuximab als
Monotherapie fiir Patienten mit soliden Tumoren, einschlieBlich PDAC, durchgefiihrt. Die Ergebnisse

stehen jedoch noch aus (NCT00841191).
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Darliber hinaus kann eine spezifische Hemmung des IL6-Transsignalings mithilfe des Designerproteins
soluble gp130 Fusionsprotein (sgp130Fc) erreicht werden. IL-6 bindet zunachst an den spezifischen IL-6Ra.
Dieser IL-6/IL-6Ra-Komplex bindet und aktiviert dann ein Homodimer aus der Rezeptoruntereinheit gp130
(auch IL-6RB genannt). Wahrend gp130 auf allen Koérperzellen exprimiert ist, kommt der IL-6Ra nur auf
einigen Zelltypen vor. Zellen, die nur gp130, nicht aber den IL-6Ra. exprimieren, kdnnen daher nicht auf IL-
6 reagieren. Interessanteweise wird der IL-6Ra auch als l6slicher Rezeptor (sIL-6Ra) exprimiert. Der
Komplex aus IL-6 und sIL-6R kann alle Korperzellen stimulieren. Daher verleihen Zellen, die den sIL-6R
freisetzen, anderen Zellen die Eigenschaft, auf IL-6 zu reagieren. Dieser Signalweg wird als Trans-Signaling
bezeichnet (Calabrese and Rose-John 2014). In mehreren Studien konnte die wichtige Rolle des IL-6-Trans-
Signalings bei Inflammation und Krebs gezeigt werden. Derzeit wird das rekombinante sgp130Fc als neues

Medikament fiir Patienten mit Morbus Crohn getestet (Schreiber et al. 2021).

Die beschriebenen Therapien mit Tocilizumab und sgp130Fc wurden bereits in vivo in einem PDAC-
Mausmodell untersucht und fiihrten dort zu einer Tumorreduktion (Goumas et al. 2015). Allerdings
fokussieren diese Studien nur auf das IL-6. Angesichts der Tatsache, dass die gp-130/STAT3-
Signallbertragung durch zahlreiche verschiedene Zytokine aktiviert werden kann, kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass die therapeutische Ausrichtung auf die gp130-Untereinheit wirksamer sein
konnte als die alleinige Blockierung von IL-6, da andere gp130-Zytokine der IL-6 Familie (wie OSM, IL-11
oder LIF) die Effekte von IL-6 kompensieren kdnnen. Hierflr gibt es Daten, die diese Hypothese stiitzen.
Oncostatin M (OSM) ist, dhnlich zu den klinischen Daten fur IL-6, im Serum von Patienten mit PDAC erhoht
(Torres et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass OSM, wie IL-6 die

Phosphorylierung von STAT3Y7% in humanen PDAC-Zelllinien stimulieren kann (Pozios et al. 2023).

Um die Hypothese einer globalen Inhibition der gp130/STAT3-Signallibertragung zu untersuchen, haben
wir in der vorliegenden Arbeit den direkten kleinmolekularen gp130-Inhibitor SC144 ausgewahlt. Unsere
Daten zeigen, dass SC144 zu einer Reduktion der Proliferationsrate in Pankreaskarzinomzelllinien fiihrt und
die STAT3-Phosphorylierung supprimiert (Pozios et al. 2023). Der innovative Ansatz einer direkten gp130-
Inhibition beruht auf der Tatsache, dass somit die Signaltransduktion und STAT3-Aktivierung durch alle
Zytokine der IL-6-Familie (IL-6, IL11, IL27, LIF, CNTF, OSM, CT-1, CLC) blockiert wére. Dieses ist allerdings
noch nicht abschliefend experimentell bestatigt. Die spezifische Rolle der einzelnen Mitglieder der IL-6-

Familie, wie zum Beispiel fiir die Ausbildung von Chemoresistenzen, ist im PDAC bisher weitgehend unklar.
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3.4 Inhibierung des IL-6/gp130 Signalweges zur Reduktion der Chemoresistenz gegen Paclitaxel im

PDAC

Inwiefern eine zusatzliche Therapie zur Inhibierung des IL-6/gp130 Signalweges in Kombination mit dem
Erstlinien-Chemotherapie-Schema Gemcitabine/Paclitaxel zu einem verbesserten Uberleben der
Patienten mit PDAC flhrt, ist bislang unklar. Derzeit wird Tocilizumab in Kombination mit Gemcitabin/nab-
Paclitaxel in einer randomisierten Phase Il Studie fir Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem PDAC untersucht (NCT02767557). Jedoch sind die endgliltigen Ergebnisse der Studie noch

ausstehend. Darlber hinaus ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus unklar.

Die in dieser Arbeit untersuchten Kombinationstherapieansitze mit Raloxifen/Paclitaxel und
SC144/Paclitaxel zeigten im Vergleich zur Monotherapie eine verstirkte Reduktion des Tumorwachstums
im PDAC-Mausmodell (Hering et al. 2023). In vitro zeigte eine kombinierte Stimulation mit
Raloxifen/Paclitaxel eine verstirkte Inhibition der Tumorzellproliferation und Apoptoseinduktion.
Berechnungen des Synergie-Scores bestatigten einen additiven Einfluss von Raloxifen auf Paclitaxel.
Jedoch scheinen die Wirkmechanismen von Raloxifen und SC144 unterschiedlich zu sein (Hering et al.
2023). Wahrend die Kombination von Raloxifen/Paclitaxel die Survivin-mRNA-Expression verringerte und
tendenziell eine verstarkte Caspase-3-Farbung in den Primartumoren zeigte, reduzierte die Kombination

von SC144/Paclitaxel den IL-6-Spiegel in den Tumoren und im Plasma der Mause (Hering et al. 2023).

Das desmoplastische Tumorstroma stellt eine Hauptursache fir die Ausbildung von Chemoresistenzen in
der Mehrheit der PDAC dar. Der IL-6/STAT3 Signalweg spielt hierbei eine essentielle Rolle (Long et al. 2017).
Die Hemmung dieses Signalwegs durch STAT3-Inhibition fordert die sogenannte Wirkstoffverfigbarkeit am
Wirkungsort (,Drug Delivery”) im PDAC Mausmodell Gber den Umbau der Tumormikroumgebung
(Nagathihalli et al. 2015), verbessert das Ansprechen auf das Standard-Chemotherapeutikum Gemcitabin
und verzogert die Tumorprogression (Venkatasubbarao et al. 2013). Gemcitabine ist ein Zytostatikum,
welches zur Gruppe der Pyrimidinanaloga gehoért und stellt das Standard-Chemotherapeutikum fiir die
Pankreaskarzinomtherapie dar. Paclitaxel ist ein Zytoskelett-Hemmer, welcher als Erstlinien-
Kombinationstherapie mit Gemcitabin bei der Therapie des PDAC verwendet wird (Goldstein et al. 2015).
Verschiedene Studien zeigten, dass Paclitaxel in Ovarialkarzinomzelllinien und im Plasma von Patienten
mit Mammakarzinom die IL-6-Expression stimuliert. Im Ovarialkarzinomstroma konnte gezeigt werden,
dass CAFs die Hauptquelle fir die IL-6 Expression darstellen, wodurch die Chemoresistenz gegeniiber

Paclitaxel verstarkt wird (Wang et al. 2006; Pusztai et al. 2004). In der Summe spielt der IL-6/gp130/STAT3
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Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Wirkung von Gemcitabin und Paclitaxel sowie potenziell bei

der Tumorprogression.

Das in der vierten Arbeit beschriebene Versuchsvorhaben stellt somit einen wichtigen Bestandteil der
praklinischen Untersuchungen der Inhibierung des IL6/gp130-Signalweges als additive Therapieoption in
Kombination mit dem Erstlinien-Chemotherapeutikum Paclitaxel beim Pankreaskarzinom dar (Hering et
al. 2023). Hemmung des IL-6/gp130-Signalwegs kénnte in vivo zur Reduktion der Chemoresistenz gegen
Paclitaxel im PDAC beitragen. Anhand dieser Daten konnte ein Kollektiv von Patienten identifiziert werden,
die neben einer zytotoxischen Therapie auch von einer Therapie mit einem gp130-Hemmer profitieren
kdonnten. Diese Daten kénnten eine neue Perspektive in der individualisierten molekularen Diagnostik und

gezielten Therapie beim PDAC er6ffnen.

3.5 Diagnostischer Wert der intraoperativen Fluoreszenzbildgebung zur Erkennung von okkulten

Lebermetastasen im PDAC

Bei mehr als der Halfte der Patienten mit PDAC liegt bei der Diagnosestellung eine Fernmetastasierung
vor. Da der Nachweis einer metastatischen Erkrankung eine onkologische Resektion des Pankreas
ausschlieft, ist die genaue Diagnostik zur Stadieneinteilung vor der Erwagung einer Resektion von
wichtiger Bedeutung, um die unnoétige Morbiditat einer groBen Operation bei Patienten mit unheilbarer
Tumorerkrankung zu vermeiden. Trotz der praoperativen radiologischen Abklarung kommt es bei einigen
Patienten mit lokalresektablem Tumor zu einem frihen Rezidiv mit Fernmetastasen, was das
Vorhandensein okkulter Metastasen zum Zeitpunkt der Operation bestatigt (Groot et al. 2018; Jones et al.
2019). Die Verwendung von der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder der Staging-Laparoskopie
kann hilfreich sein, um kleine oberflachige hepatische oder peritoneale Metastasen zu identifizieren und
die Rate nicht-therapeutischer Laparotomien zu reduzieren (Allen et al. 2016). Jedoch werden kleine
intraabdominale Metastasen weiterhin Gbersehen (Elbanna, Jang, and Kim 2020). Eine genauere
Erkennung radiologisch okkulter Metastasen kann dazu beitragen, die Behandlung fiir diese PDAC-
Patienten deutlich zu verbessern. Vorarbeiten zeigten, dass die intraoperative Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebung die diagnostische Genauigkeit flir radiologisch okkulte Tumoren der Leber oder des
Peritoneums bei hepatozellularem oder kolorektalem Karzinom verbessert (Satou et al. 2013; Handgraaf

et al. 2017). Da die Rolle dieser Fluoreszenzbildgebung beim PDAC nicht erforscht war, haben wir im
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Rahmen dieser Arbeit die intraoperative Nahinfrarot- Fluoreszenzbildgebung als Methode in unserem

PDAC Mausmodell untersucht.

Obwohl in der vorliegenden Studie ein PDAC-Wachstum und Lebermetastasen bei allen Versuchstieren
visuell bestatigt werden konnten, zeigte keine der Lebermetastasen ein erhéhtes Fluoreszenz-Signal. Die
ICG-Farbung konnte weder die Lebermetastasen sichtbar machen noch die Fluoreszenzintensitdt des
Randes um die Leberlasionen verstarken. Daher ist die ICG-Farbung nicht in der Lage, die Sensitivitat der

Erfassung moglicher Lebermetastasen mittels Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung im PDAC zu erhéhen.

Weitere Studien auf molekularer Ebene sind erforderlich, um den zugrundeliegenden Mechanismus fiir
die unzureichende ICG-Speicherung in den PDAC-Lebermetastasen und der Rander der Leberldsionen zu

erldutern.
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4. Zusammenfassung

Trotz bedeutender Fortschritte in der Tumortherapie und Verbesserung des Uberlebens der meisten
Tumorpatienten, bleibt die Therapie des Pankreaskarzinoms heutzutage eine grofe Herausforderung
(Conroy et al. 2018; Hoff et al. 2013). Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate ist sehr ungiinstig und liegt in
Deutschland nach Angaben des Deutschen Zentrums fiir Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts bei
8 Prozent. Damit weist das PDAC die niedrigsten Uberlebensraten unter allen Krebserkrankungen auf
(Robert Koch Institut, Zentrum fiir Krebsregisterdaten). In den letzten Jahren wurden durch die Entdeckung
einiger fir die Entwicklung eines Karzinoms relevanter Signalwege neue therapeutische Ansatzpunkte

aufgedeckt und so das Konzept der zielgerichteten Therapie entwickelt.

Ein Merkmal des PDAC ist die Chemoresistenz gegen die gangigen Chemotherapeutika, wodurch die
medikamentdsen Therapieoptionen aktuell nur zu einem geringfiigig verldngerten Uberleben beitragen.
Das desmoplastische Tumorstroma stellt eine Hauptursache fiir die Ausbildung von Chemoresistenzen in
der Mehrheit der PDAC dar (Olive et al. 2009; Provenzano et al. 2012; Jacobetz et al. 2013). Der IL-
6/gp130/STAT3-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression im PDAC sowie in der
Entwicklung der fibrotischen Tumormikroumgebung, welche fir die Tumorentstehung, Progression,
Metastasierung und Chemoresistenz des PDAC verantwortlich ist (Zhang et al. 2013b; Corcoran et al.
2011). IL-6 ist als Schlusselzytokin des PDAC gut untersucht. Seine Expression wird durch
proinflammatorische Prozesse stimuliert. So wird beispielsweise die IL-6 Expression durch das Zytokin IFN-
o Uber IFIT3 stimuliert (Niess et al. 2014). Die in dieser Arbeit beschriebene Identifizierung von IFIT3 als
prognostischer Marker flir das PDAC bestétigt die zentrale Rolle inflammatorischer Prozesse im PDAC

(Zhao et al. 2017).

Eine Inhibition des IL-6-Signalweges als potenzieller Therapieansatz wurde fiir das PDAC bisher noch nicht
erforscht. Fur die Hemmung des IL-6/gp130-Signalweges wurde in dieser Arbeit der
Ostrogenrezeptormodulator Raloxifen mit zusatzlicher hemmender Wirkung an der I1L6/gp130-Interaktion
sowie der kleinmolekulare direkte gp130-Hemmer SC144 identifiziert (Abbildung 3). Der innovative Ansatz
einer direkten gp130-Inhibition beruht auf der Tatsache, dass gpl30 ein membranstindiger
Signaltransduktor fir alle Zytokine der IL-6 Familie ist (IL-6, OSM, IL-11, IL-27, LIF, CNTF, CT-1, CLC). Im
Vergleich zu der bisherigen isolierten IL-6 Inhibition findet durch die globale gp130-Blockierung eine
Hemmung der STAT3-Phosphorylierung auch fiir die anderen Zytokine der IL-6 Familie statt. Darlber

hinaus wurde die therapeutische Wirkung durch die oben genannten Substanzen in Kombination mit dem
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Erstlinien-Chemotherapeutikum Paclitaxel untersucht. Ziel der Untersuchungen war es, neue

therapeutische Perspektiven fir Patienten mit Pankreaskarzinom zu er6ffnen.

[ Paclitaxel ]

¥

o [ Raloxifene ]

Proliferation
Angiogenesis

><'><><> — Metastasis

Survival
Inflammation

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Raloxifen und SC144 auf den IL-
6/9p130/STAT3 Signalweges in PDAC.

In den vorliegenden Arbeiten konnte an humanen PDAC-Zelllinien gezeigt werden, dass Raloxifen und
SC144 die IL-6- bzw. OSM-induzierte STAT3-Phosphorylierung im IL-6/gp130/STAT3 Signalweg
supprimieren (Abbildung 3). In diesem Forschungsvorhaben wurden grundlegende Mechanismen sowie
die Rolle des IL-6/gp130/STAT3-Signalweges im PDAC erldutert. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit des

Ostrogenrezeptormodulators Raloxifen als moglichen IL-6/gp130-Inhibitor sowie des kleinmolekularen
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gp130-Hemmers SC144 auf die Tumorproliferation in vitro sowie auf das Tumorwachstum in einem
orthotopen PDAC-Mausmodell bestatigt (Pozios et al. 2020; 2023). Dariber hinaus wurde gezeigt, dass die
Kombination eines IL-6/gp130-Inhibitors (SC144 oder Raloxifene) mit dem Erstlinien-
Chemotherapeutikum Paclitaxel zu einer signifikanten Reduktion des orthotopen Tumorwachstums fiihrt
und die Apoptose in vitro erhoht (Hering et al. 2023). Diese Ergebnisse sind vielversprechend. Durch
Einsatz von Raloxifen bzw. SC144 konnte moglicherweise die Chemoresistenz im PDAC gegeniiber
Paclitaxel reduziert werden. Jedoch sind die grundlegenden Mechanismen nur in Ansatzen charakterisiert.
Zur weiteren lIdentifizierung der Wirkmechanismen unter Beriicksichtigung des inflammatorischen
Milieus, insbesondere zur Analyse der beteiligten Tumormikroumgebung und der krebsassoziierten
Fibroblasten des PDAC, sind weitere Experimente in syngenen immunkompetenten Mausmodellen

erforderlich.

Da die Lebermetastasierung eine entscheidende Rolle fiir die Prognose der PDAC-Patienten spielt und eine
onkologische Resektion des Pankreas ausschlieft, wurde zuséatzlich in dieser Arbeit die Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebung in unserem Projekt integriert und als Methode evaluiert, um die Sensitivitdt der
Erfassung moglicher Lebermetastasen im PDAC zu erhéhen. Obwohl ein PDAC-Wachstum und
Lebermetastasen bei allen Tieren visuell bestatigt werden konnten, zeigte keine der Lebermetastasen ein
erhohtes Fluoreszenzsignal (Lee et al. 2023). Weitere Studien auf molekularer Ebene sind erforderlich, um
den Mechanismus fiir die unzureichende ICG-Speicherung in den PDAC-Lebermetastasen und der Rander

der Leberldsionen zu erlautern.

Diese in vitro und in vivo Ergebnisse deuten auf die IL-6/gp130-Interaktion als potenzielles therapeutisches
Ziel fur die Therapie des Pankreaskarzinoms hin. Die Kombination von Raloxifen/Paclitaxel oder
SC144/Paclitaxel zeigt im Mausmodell einen therapeutischen Vorteil im Vergleich zu Paclitaxel allein
(Hering et al. 2023). Dieses Versuchsvorhaben stellt somit einen wichtigen Bestandteil der praklinischen
Untersuchungen der Inhibierung des IL6/gp130-Signalweges als additive Therapieoption zur Reduktion der
Paclitaxel-Chemoresistenz beim PDAC dar. Diese Daten kdnnten eine neue Perspektive in der

individualisierten molekularen Diagnostik und gezielten Therapie beim Pankreaskarzinom er6ffnen.
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