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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Das humane Pankreaskarzinom

1.1.1.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom zahlt mit 5-Jahres-Uberlebensraten von 0,4-5% zu den Tumoren
mit der schlechtesten Prognose [1-3]. In den vergangenen Jahrzehnten ist die Inzidenz des
Pankreaskarzinoms in allen Landern der westlichen Welt kontinuierlich gestiegen. Erst seit
den 90-er Jahren beginnt sich dieser Trend in Europa zu andern, die Inzidenz pegelt sich
in den meisten Landern der Europdaischen Union bei Mannern zwischen 7-9/100000 und
bei Frauen zwischen 3-5/100000 ein [4]. In den letzten Jahren hat sich das Verhaltnis von
mannlichen zu weiblichen Patienten von urspriinglich 2,5 : 1,0 auf 1,3-1,5: 1,0 gewandelt
[5-8]. Bei Diagnosestellung liegt das Durchschnittsalter der Patienten mit einem
Pankreaskarzinom bei 60 - 80 Jahren [9-12]. Die héchste Inzidenz findet man in der
schwarzen Bevdlkerung der USA (15/100000) sowie in Hawaii, Maori, Polynesien,
Neuseeland und in Schweden (12,5/100000). Die niedrigsten Raten finden sich in Indien
(2,2/100000), Singapur und Kuwait [5,8,9,12].

Abgesehen von den demographischen Faktoren wie Alter, Geschlecht, ethnische und
geographische Zugehdrigkeit, sind die genauen Ursachen fir die Entstehung des
Pankreaskarzinoms noch nicht geklart. Einzig nachgewiesener Risikofaktor ist der
Nikotinkonsum, der zu einer Verdopplung des relativen Erkrankungsrisikos fuhrt und
dessen Mortalitdtsraten eng mit der Quantitat und Dauer des Nikotinkonsums korrelieren
[5,8,11,13,14]. Diskutiert werden auBerdem potentielle Risikofaktoren wie Erndhrung,

Koffein, Vitamine, Alkoholabusus, genetische und familidre Disposition, Erkrankungen wie



Diabetes mellitus, Magenoperationen, Cholezystektomie oder chronische Pankreatitis
[5,8,11,13-15].

1.1.1.2 Pathologie des Pankreaskarzinoms

Pankreaskarzinome sind in 60-70% der Félle im Caput pancreatis, in 15-20% im Corpus
pancreatis, in 5-10% in der Cauda pancreatis und seltener diffus oder multizentrisch
lokalisiert. Sie infiltrieren vor allem durch perivaskulares und perineurales Wachstum
haufig ihre Nachbarorgane. Dabei tendieren Pankreaskopfkarzinome zur Penetration der
Duodenalwand mit nachfolgendem lleus und zur Umscheidung des Ductus pancreaticus
oder Ductus choledochus mit nachfolgender Gangobstruktion und Ikterus.
Pankreaskorpus- und Pankreasschwanzkarzinome infiltrieren eher Magenwand und Colon
transversum. Oft sind auch benachbarte GefaBe wie A. mesenterica superior, V.
mesenterica superior, V. lienalis, die PortalgefaBe oder der Truncus coeliacus betroffen
[2,7,16,17].

Nach der histomorphologischen Differenzierung unterscheidet man epitheliale Karzinome,
darunter duktale (90%), azinare (1-2%), endokrine Karzinome und Karzinome unklarer
Histogenese von den exirem seltenen nicht epithelialen Tumoren, z.B. Sarkome oder
Lymphome. Bei den duktalen Karzinomen kénnen das tubuldre Adenokarzinom (82%), das
adenosquamébse (4%), das pleomorph-groBzellige Karzinom (4%), das muzindse
Adenokarzinom (1%) und das sehr seltene Plattenepithelkarzinom differenziert werden
[2,6].

Im Bereich des Tumors besteht histopathologisch eine starke desmoplastische
Umgebungsreaktion mit  direkter topographischer Beziehung zwischen der
Tumorausbreitung und einer fibrosierenden Pankreatitis.

Das Pankreaskarzinom metastasiert lymphogen in die parapankreatischen, paraaortalen
und hilaren Lymphknoten der Leber, hdmatogen am haufigsten in die Leber, auBerdem in

die Lunge, Pleura, Nebennieren, in das Skelett und Peritoneum [2,7,9,15,16,18,19].



1.1.1.3 Diagnostik und Therapie des Pankreaskarzinoms

Pankreaskarzinome flihren zu keinen charakteristischen Frihsymptomen, so dass die
Vorstellung der Patienten und damit die Diagnosestellung haufig erst in einem
fortgeschrittenen Tumorstadium erfolgen. Die Symptomtrias aus Oberbauch- oder
Rackenschmerzen, Verschlussikterus und einem Gewichtsverlust von mehr als 10kg
Kérpergewicht fihren 75% der Patienten zum Arzt [3,6,7,9,10,13,20].

Bei der klinischen Untersuchung sind die haufigsten, wenn auch unspezifischen Zeichen
ein lkterus, eine Hepatomegalie und in 25% der Félle eine tastbar vergrdBerte, indolente
Gallenblase, auch als positives Courvoisiersches Zeichen bekannt. Hinweise auf ein
bereits fortgeschrittenes Leiden mit Fernmetastasierung sind u. a. Aszites, periumbilikal
oder epigastrisch palpable Tumormassen sowie ein palpabler Lymphknoten in der Fossa
supraclavicularis sinistra, der Virchowsche Knoten [7,9,10,13,21].

Wichtigste diagnostische Verfahren bei Verdacht auf einen Pankreasprozess sind
momentan die abdominelle Sonographie, die Computertomographie (CT) und die
Endoskopische Retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) [13,20,22-24].

Die Sonographie ist zu 70-75% sensitiv und zu 90% spezifisch flr das Pankreaskarzinom,
jedoch sehr abh&ngig vom jeweiligen Untersucher. Die CT dagegen ist zuverlassig
reproduzierbar und kaum untersucherabhangig. Sie ist zu 80-85% sensitiv und zu 90%
spezifisch fir das Pankreaskarzinom. Durch die 3-Phasen-Kontrastmittel-Spiral-CT ist eine
richtige Voraussage der Resektabilitit des Tumors in bis zu 90% der Félle méglich.
Wéhrend die Sensitivitat und Spezifitdt der ERCP vergleichbar mit denjenigen der CT sind,
besteht der Vorteil der ERCP in der Méglichkeit der gleichzeitigen Biopsie aus dem Ductus
pancreaticus. Allerdings gewinnt man bei passender Symptomatik und positivem CT-
Befund meist keine weiteren Informationen Uber den Tumor und seine Resektabilitat
[17,20-23,25-27].

Die Magnetresonanztomographie (MRT), Positronen-Emissions-Tomographie (PET),
Angiographie und die endoskopische Sonographie haben sich als diagnostische
Routineverfahren beim Pankreaskarzinom bisher nicht durchgesetzt und werden in der
Literatur kontrovers diskutiert [7,17,20,21,24,27-32]. Ebenfalls untersucht werden die



perkutane CT- oder Sonographie-gesteuerte Biopsie und die Bestimmung von Tumor-
Markern wie z.B. CEA und CA-19-9 [21,33,34].

Bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom wird in vielen Kliniken nach Sonographie, CT und
ggf. ERCP eine Beurteilung der Resektabilitait vorgenommen. Ist eine Beurteilung der
Resektabilitdt durch diese bildgebenden Verfahren nicht mdglich, erfolgt meist eine
explorative Laparotomie mit anschlieBender kurativer Resektion oder Palliation. In einigen
Kliniken wird zuerst eine Laparoskopie zur Beurteilung der Resektabilitat durchgefiihrt,
jedoch ist der Einfluss einer Laparoskopie auf Wachstum und Metastasierung des
Pankreaskarzinoms bisher ungeklart. Bei Irresektabilitat erfolgen gegebenenfalls als
Palliation eine Stentimplantation in den Ductus choledochus, die Anlage einer
biliodigestiven Anastomose, Blockade des Plexus coeliacus oder eine Gastroenterostomie
[7,10,20,35,36].

Bei praoperativ diagnostizierter Resektabilitat bedeutet die R0-Resektion des Tumors die
einzige potentiell kurative Therapie des Pankreaskarzinoms. Uberhaupt méglich ist dieser
Ansatz jedoch nur bei 10-45% aller Patienten [6,37-40]. Die RO-Resektion wird dann als
partielle Duodenopankreatektomie nach Kausch/Whipple, als pyloruserhaltende partielle
Duodenopankreatektomie nach Longmire/Traverso bei Pankreaskopfkarzinomen oder als
Pankreaslinksresektion bei Pankreasschwanzkarzinomen durchgeflhrt. Radikalere
Resektionsverfahren wie z.B. die totale Pankreatektomie flihren zu keiner signifikanten
Prognoseverbesserung im Vergleich zu den oben genannten Verfahren bei gleichzeitig
erhéhter Morbiditat, weshalb sie zunehmend verlassen werden [3,7,10,41-45].

Fir die meisten Patienten kommen nur palliative Therapien in Betracht, da ihr
Pankreaskarzinom zu weit fortgeschritten und eine RO-Resektion nicht mdglich ist.
Verglichen mit der besten palliativ-unterstitzenden Therapie mit Hauptschwerpunkt ,quality
of life* [46,47] fUhren in den meisten bisherigen Studien sowohl die alleinige Chemo- als
auch die alleinige Strahlentherapie nur zu einer geringen oder keiner Verlangerung der
mittleren Uberlebenszeit (MUZ) bei meist erheblichen Nebenwirkungen [40,48,49]. Auch
kombinierte Therapiekonzepte der Radio-Chemotherapie werden kontrovers diskutiert
[50,51]. Die adjuvante Chemo- und Strahlentherapie konnte bei erheblichen

Nebenwirkungen die Langzeitergebnisse nicht signifikant verbessern. Der Stellenwert der



neoadjuvanten Verfahren zur Erhéhung der Resektionsrate wird derzeit noch untersucht
[35,38,52-57].

Aus diesen Grinden wird nach wirksameren Chemotherapeutika und neuen
Therapiestrategien auch im Hinblick auf den ,clinical benefit‘, die klinisch erreichbare

Verbesserungen der Lebensqualitéat des Patienten, noch intensiv gesucht [58-65].

1.1.1.4 Prognose des Pankreaskarzinoms

Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) beim Pankreaskarzinom betragt lediglich 0,4-5% und
weist damit von den 60 im Annual Cancer Statistics Review untersuchten Malignomen die
schlechteste Prognose auf [3,6,7]. In den westlichen Landern stellt das Pankreaskarzinom
die viert- bis flnfthaufigste Todesursache bei bdsartigen Neubildungen dar
[5,7,9,10,39,66]. Nach Diagnosestellung betragt die unkorrigierte mittlere Uberlebenszeit
(MUZ) 3-5 Monate. Nach einem Jahr sind etwa 90% der Patienten verstorben
[3,5,6,42,53]. Eine dauerhafte Heilung des Pankreaskarzinoms ist derzeit nur durch die RO-
Resektion méglich. Die mittlere Uberlebenszeit nach RO-Resektion betragt jedoch nur 12-
20 Monate und die 5-Jahres-Uberlebensrate 10-38%. Hauptursachen fiir die ungiinstige
Prognose des Pankreaskarzinoms nach RO-Resektion sind das Auftreten eines
Lokalrezidivs (70%) und/oder von Lebermetastasen (60%), welche meist innerhalb von 3-7
Monaten zum Tode fUhren [6,7,41,42,44,67-70].

1.1.2 Tiermodelle des Pankreaskarzinoms

1.1.2.1 Das Rattenmodell

Bei der Suche nach den Ursachen fir das &auBerst aggressive Wachstums- und
Metastasierungsverhalten sowie nach madglichen Ansatzen fir Therapien des
Pankreaskarzinoms kommt Tiermodellen eine exponierte Rolle zu. Das Azaserin-induzierte

Pankreaskarzinom der Ratte stellt hierbei das am langsten bekannte Tiermodell dar. Bei
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Lewis- und Wistar-Ratten wird durch einmalige oder wiederholte intraperitoneale Injektion
von Azaserin ein Pankreaskarzinom induziert [43,66,71,72]. Im Unterschied zum humanen
Pankreaskarzinom treten im Rattenmodell nahezu ausschlieBlich azindre Adenokarzinome
auf. Beim Menschen liegen jedoch in 80% der Félle duktale Adenokarzinome des
Pankreas vor [43,71,72]. Aufgrund des unterschiedlichen biologischen Verhaltens beider
Tumore sind Rickschlisse auf das Geschehen im Menschen nur sehr begrenzt méglich
und damit dieses Tumormodell fir Studien wenig geeignet [71].

1.1.2.2 Das Hamstermodell

Beim Syrischen Hamster (Mesocricetus auratus) gelang es erstmalig 1974 der
Arbeitsgruppe um Parviz Pour durch wiederholte subkutane Injektionen von 2,2°-
Dihydroxy-di-N-propylnitrosamin ~ (DIPN) duktale Adenokarzinome des Pankreas
hervorzurufen [73]. Dabei war das simultane Auftreten von Malignomen in
Respirationstrakt, Leber und Niere bei fast allen Tieren problematisch [73]. Durch
Experimente mit anderen Nitrosaminderivaten gelangten sie zum N-Nitrosobis-2-
oxopropylamin (BOP)-Modell [74]. BOP zeichnet sich durch eine fast 100%ige
Pankreasspezifitat. Die ersten Karzinome treten nach 15 Wochen auf, nach 30 Wochen
erreicht man eine Inzidenz von 90-100% [74]. Die Tumoren sind beziglich ihrer
histologischen Eigenschaften (gute bis maBige Differenzierung, Bildung duktaler und
papillarer Strukturen, ausgepragte Begleitdesmoplasie, neurale und lymphatische
Infiltration) gut mit dem humanen duktalen Adenokarzinom des Pankreas vergleichbar. Sie
entstehen multizentrisch. Etwa die Halfte ist makroskopisch sichtbar [74,75]. Weitere
Parallelen zum humanen Pankreaskarzinom stellen Gewichtsverlust, lkterus, vaskulare
Thrombosen, Diarrhoe und Diabetes mellitus dar [43,71,72,74,75]. Durch die hohe
Induktionsrate des Pankreaskarzinoms, die verhaltnismaBig kurze Latenzzeit von etwa 15
Wochen und die gute Vergleichbarkeit des induzierten Karzinoms mit dem humanen
Pankreaskarzinom wird das Hamstermodell des BOP-induzierten Pankreaskarzinoms
derzeit als sinnvollstes Tumormodell fir Studien am duktalen Adenokarzinom des

Pankreas angesehen [72,74-76].
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1.1.2.3 Modifikationen der Tiermodelle

Die bedeutendste Modifikation der Tiermodelle betrifft die Veranderung der Hbhe der
enteralen Fettzufuhr und der Zusammensetzung der Nahrungsfette [75,77]. Im
Rattenmodell erhéhte sich mit dem Anteil ungesattigter Fettsduren in der Nahrung die
Inzidenz von Pankreaskarzinomen. Diese Wirkung scheint vor allem auf Linolsaure (LA) zu
beruhen, wahrend z.B. Eicosapentaensdure (EPA) bei anderer Zusammensetzung der
dbrigen im Futter enthaltenen Fettsauren diesen Effekt nicht zeigte [43,75,77].

Im Hamstermodell konnten flr ungeséttigte und geséttigte Fettsduren auch in eigenen
Studien prokarzinogene Effekie nachgewiesen werden, wobei sich Hinweise auf eine
Erhdhung der Lipidperoxidation als Ursache ergaben. Der genaue Pathomechanismus wird
derzeit untersucht [43,72,74,78-81].

Weitere Forschungsansatze wie z.B. Studien an Meerschweinchen, an transgenen

Mé&usen oder In-vitro-Modelle werden noch untersucht [82-85].

1.2 Lipidperoxidation und oxidativer Stress

1.2.1 Definition und Vorkommen von Lipidperoxidation und oxidativem Stress

Eine der wichtigsten Vorraussetzungen fur die Entstehung héherer Lebensformen stellt die
Fahigkeit dar, den durch die Photosynthese entstandenen Sauerstoff zur vollstandigen und
somit maximal effektiven Oxidation von Nahrungsstoffen zu verwenden. Aerob lebende
Zellen sind dabei dem Sauerstoff selbst und den reaktionsfahigen Sauerstoffradikalen,
Molekllen mit ungepaarten AuBenelektronen, ausgesetzt. Die entscheidende Eigenschaft
der Sauerstoffradikale ist ihre enorme Reaktivitédt und ihre Fahigkeit, Kettenreaktionen zu
initieren. Im weitesten Sinne bezeichnet man als Sauerstoffradikale die in Tabelle 1.1

aufgeflihrten Substanzen.
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Formel Name Entstehung

Oy Superoxidradikal Leukozytenaktivierung, Autooxidationsreaktionen, Elektronentransport
‘OH Hydroxylradikal Bildung aus dem Superoxidradikal
'0, Singulett-Sauerstoff | Bildung aus Wasserstoffperoxid

H,0, Wasserstoffperoxid nicht-enzymatische Bildung aus ‘O, direkte Bildung aus O,

RO Lipidoxyradikal Lipidperoxidationsprodukt

ROO" | Lipidperoxyradikal Lipidperoxidationsprodukt

ROOH | Lipidhydroperoxid Lipidperoxidationsprodukt

R Lipidradikal Lipidperoxidationsprodukt

Tabelle 1.1: Sauerstoffradikale und ihre Entstehung [86,87]

Im Rahmen der Elektronentransportkette entstehen in den Mitochondrien nahezu jeder
Kérperzelle Wasserstoffperoxid, Superoxid- und Hydroxylradikale [88]. In hohem MaBe
entsteht Wasserstoffperoxid in Peroxisomen [89]. Bei der Aktivierung von Makrophagen
wahrend inflammatorischer Vorgange steigt deren Sauerstoffverbrauch, wobei ca. 70% des
aufgenommenen Sauerstoffs in Superoxidradikale umgewandelt werden [90,91]. Sowohl
der Katecholaminmetabolismus als auch die Aktivierung der Arachidonsdurekaskade mit
konsekutiver Eikosanoidsynthese fihren zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
[92].

Sauerstoffradikale werden physiologisch durch die unten beschriebenen Mechanismen
eliminiert und Schédigungen damit verhindert. Im Falle einer vermehrten Produktion
und/oder einer gestérten Eliminierung kommt es durch Akkumulation der auBerst reaktiven
Moleklle zu einer Vielzahl von Schadigungsprozessen. Der Lipidperoxidation (LPO)
kommt dabei neben der Hydroxylierung von Nukleinsduren und der Oxidation funktioneller
Gruppen in Proteinen eine besondere Rolle zu. Die Lipidperoxidation findet als
unspezifische Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren (PUFA) in den Phospholipiden
verschiedener Membransysteme der betroffenen Zelle statt. Durch radikal-induzierte
Wasserstoffabstraktion an o-Methylgruppen unkonjugierter Doppelbindungen entstehen
Alkylradikale, die durch Umlagerungen unter Ausbildung konjugierter Doppelbindungen
stabilisiert werden. Die dabei auftretende Anderung der Konstitution (Bindungsverhaltnisse
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im Molekul) und damit einhergehende sterische Veranderung des Molekls fihren zu einer
ersten Stérung des intermolekularen Gefliges der Membran. (Abbildung 1.1)

H H

H
+Re .
HSCNWCHS i HSC\/\/C\/\/\/\CHS

= H3C\/CH.\/\/\/\/\CH3

Abbildung 1.1: Peroxidation am Beispiel eines Alkens (Kettenstart)

Das Alkylradikal kann seinerseits Wasserstoff anderer Fettsduren abstrahieren, wobei eine
Fettsdure und ein anderes Alkylradikal, welches wiederum umlagert, entstehen oder es
erfolgt eine Reaktion mit Sauerstoff, bei der ein Peroxyradikal entsteht. Bei Reaktion mit
einer weiteren Fettsdure entstehen erneut ein Alkylradikal sowie ein Lipidhydroperoxid.
(Abbildung 1.2)

0o’

Hsc\/CH.\/\/\/\/\cH3 R Hsc\/\/\/\/\/\w

3

OCH

+RH
H C\/\/\/\/\/\
-R° 8 / / \ CH3

Abbildung 1.2: Peroxidation am Beispiel eines Alkens (Kettenende)

Dies kann wiederum zur Bildung von Peroxyradikalen, Endoperoxiden und Alkoxyradikalen
fuhren. Wird diese radikalische Kettenreaktion nicht durch  antioxidative
Schutzmechanismen beendet, so fuhrt sie zu Zersetzung der Lipide bis hin zu
Kohlenwasserstoffen wie Ethan oder Pentan, welche ausgeschieden werden [93]. Die
betroffene Membran wird zerstért und die Integritat der Organelle bzw. der Gesamtzelle
aufgehoben. Wahrenddessen ebenfalls gebildete Endoperoxide kdnnen ihrerseits
Kettenbriiche mit konsekutiver Entstehung von Aldehyden, wie z.B. Malondialdehyd oder
4-Hydroxynonenal, hervorrufen. Diese hochreaktiven Produkte besitzen analytische

Bedeutung flr die Beurteilung des AusmaBes der Lipidperoxidation in einem Gewebe.
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Durch Reaktionen mit Antioxidanzien und durch das Eingreifen enzymatischer
Schutzmechanismen kdnnen die Kettenreaktionen unterbrochen werden [94].

1.2.2 Enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen

Neben der Kompartimentierung der meisten sauerstoffradikal-abhéangigen Zellfunktionen
verhindern enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen die oben
beschriebenen Zellschadigungen.

Zum Beispiel ist als enzymatischer Schutzmechanismus in aeroben Zellen die
Superoxiddismutase (SOD) aktiv. Die Isoenzyme der SOD liegen in einer zytosolischen
und einer mitochondrialen Isoform vor und unterscheiden sich durch das Metall-lon im
aktiven Zentrum. Wahrend die zytosolische SOD im aktiven Zentrum je ein Kupfer- und ein
Zink-lon enthalt, befindet sich im aktiven Zentrum der mitochondrialen SOD ein Mangan-
(ll-lon. Die ansonsten spontan ablaufende Dismutation des Superoxidradikals zu
Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff beschleunigt die SOD um den Faktor 10°
[95].

Ein weiteres Beispiel enzymatischer Schutzmechanismen stellt in aeroben Zellen die
Glutathionperoxidase (GSHPX) dar. Die GSHPX katalysiert die Reduktion von
Wasserstoffperoxid und organischen Peroxiden.

AuBerdem gehdéren zum enzymatischen Schutzsystem vor oxidativem Stress noch die
Glutathion-S-Transferasen und die Katalase.

Den nicht-enzymatischen Schutz vor Schadigungen durch Sauerstoffradikale sichern unter
anderem die Vitamine C und E. Vitamin C stellt ein Redoxsystem dar, welches die
radikalische Kettenreaktion unterbricht, indem durch Oxidation ein inaktives Vitamin-C-
Radikal gebildet wird, welches keine weiteren Schadigungen hervorruft. Uber verschiedene
Reduktionsmittel, wie reduzierendes Glutathion oder die NADH-abhangige Reduktase
kann dann die Regeneration erfolgen. Vitamin E bildet mit Peroxyradikalen
Tocopherolradikale, welche weiter zu Tocopherolchinonderivaten reagieren. Die daraus
entstehenden stabilen polymeren Produkte sind nicht mehr schadigend. Der Einbau von

Vitamin E in Membranen kann damit vor Lipidperoxidation schutzen [96,97].
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1.2.3 Die Rolle der Lipidperoxidation in der Karzinogenese und Metastasierung
unter Bertlicksichtigung der Nahrungszusammensetzung

Die Erndhrung spielt bei der Entstehung vieler maligner Tumore, insbesondere des
Gastrointestinaltraktes, eine bedeutende Rolle. Vor allem die Zusammensetzung der
Fettsduren scheint die Karzinogenese und Metastasierung vieler Malignome zu
beeinflussen.

Unserer Arbeitsgruppe gelang im Hamstermodell des chemisch induzierten
Pankreaskarzinoms der Nachweis einer durch Supplementierung von Linolsdure (LA) und
Linolensaure (LnA) erhdhten Induktionsrate von Pankreaskarzinomen von 91% auf 100%
und einer erhdéhten Lebermetastasierung [80,81]. Sowohl in diesem als auch in anderen
Tumormodellen und bei In-vitro-Experimenten konnten andere Arbeitsgruppen ebenso eine
wachstumsférdernde Wirkung von LA auf die Tumorzellen nachweisen [98-101]. Fir
andere Fettsduren wie z.B. vy-Linolensdure (GLnA), Eicosapentaensadure (EPA) und
Docosahexaensdure (DHA) dagegen konnten sowohl tierexperimentell als auch in vitro
proliferationsinhibierende Effekte gezeigt werden [102]. In einigen Studien hatte auch LnA
antiproliferative Effekte [102], wahrend EPA in anderen Studien proliferationsférdernde
Aktivitat zeigte [99,101].

Die These, dass die mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFA) der n-3-Serie vor allem
antiproliferativ und die PUFA der n-6-Serie eher proliferationsférdernd wirken, wurde damit
widerlegt; n-3-PUFA (EPA) haben wachstumsférdernde und n-6-PUFA (LnA) wachstums-
inhibierende Eigenschaften gezeigt. Zwar beschrieben Hawkins et al., dass das AusmaB
der antiproliferativen Wirkung der PUFA mit der Anzahl der Doppelbindungen zunimmt
[103], in anderen Studien war jedoch die nur 3-fach ungesattigte GLA wirksamer als die 6-
fach ungesattigte DHA, so dass nicht von einem allgemeingultigen Ph&nomen
ausgegangen werden kann bzw. eher das Verhaltnis von Omega 3 zu Omega 6 Fettsduren
entscheidend zu sein scheint [66,77,99,100,104]. In eigenen Studien konnten wir
mittlerweile durch die enterale Gabe von n-3 PUFA (Fischdl) makroskopisch eine
Verminderung der Anzahl der Pankreaskarzinome und histologisch eine Verminderung der

hepatischen Metastasierung nachweisen, wobei erhéhte Prostaglandinspiegel und
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erniedrigte Leukotrienspiegel Hinweis fir die Bedeutung der Lipidperoxidation als mdgliche
Ursache ergaben [153, 154].

Die Erforschung der genauen Ursache-Wirkungsprinzipien wird dadurch erschwert, dass
bei normaler Erndhrung des Menschen und der Versuchstiere in den Tiermodellen
unterschiedliche Gemische aller PUFA vorliegen. Diese Gemische sind jedoch insofern
notwendig, als dass LnA und LA essentielle Fettsauren (EFA) sind, welche mit der
Nahrung zugefUhrt werden muissen. Aus diesen essentiellen Fettsduren werden ihre
Downstream-Metaboliten (EPA, DHA und Arachidonsaure [AA]) nur gebildet, wenn die
Zelle zur Erzeugung von Doppelbindungen und zur Kettenverlangerung tber Desaturasen
und Elongasen verfugt. Hier liegt einer der derzeitigen Erklarungsansatze der
antiproliferativen Wirkung bestimmter PUFA auf Tumorzellen. Tumorzellen exprimieren
haufig keine Desaturasen und kénnen somit die PUFA nicht weiter oxidieren [105,106].
Ihnen fehlt damit das Substrat zur Lipidperoxidation. Durch Zugabe von hoch ungesattigten
Fettsauren (HUFA) wie EPA oder DHA fiihrt die Uberbriickung dieses Stoffwechselweges
zu einer exzessiven Produktion von Lipidsuperoxiden und nun sukzessive zum Zelltod
[105,106]. Die Reproduzierbarkeit dieser Beobachtungen ist jedoch fraglich, da in
bisherigen Studien Tumorzellen nur in geringem AusmaB durch gesteigerte
Lipidperoxidation geschadigt wurden [107]. Diese Ergebnisse kénnten andererseits die oft
fehlende antiproliferative Wirkung von weniger ungeséttigten Fettsduren (LA, LnA)
erklaren. Sie stellen schlechtere Substrate fiir die Lipidperoxidation dar und werden in den
Tumorzellen nicht zu besseren Substraten umgebaut. Dennoch deuten Vviele
Literaturergebnisse darauf hin, dass es bei einer Steigerung der Lipidperoxidation auch in
Tumorzellen — selbst bei einer geringeren Empfindlichkeit gegentber Lipidperoxiden —
letztlich zu Membranschaden und zum Tumorzelltod kommt [105].

Der Einfluss von PUFA auf Invasivitdt und Metastasierung von Tumorzellen wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Die Invasion und die Etablierung von Metastasen
(Metastasierungskaskade) bestehen aus einer Reihe gesonderter Schritte, von denen
jeder einzelne durchlaufen werden muss. Dabei umfassen die wichtigsten Vorgange unter
anderem den Verlust der Zell-Zell-Adh&sion im Primartumor, die Invasion durch
Degradation der Basalmembran und der extrazelluldren Matrix, die Intravasation, die

Verschleppung in der Zirkulation, das Uberleben der dortigen Immunmechanismen, die
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Adhasion am Endothel mit darauf folgender Extravasation sowie der Etablierung
sekundéarer Foci mit Angiogenese und Neovaskularisation [105]. Einige Studien legen
nahe, dass die Zell-Zell-Adhé&sion im Tumor durch bestimmte PUFA stabilisiert und damit
das Invasionspotential verringert wird, mit jedoch teilweise widersprichlichen Ergebnissen
[100,104,105]. AuBerdem wird die Adhasion der Tumorzellen an der extrazellularen Matrix
durch PUFA erniedrigt, was zusatzlich die Invasivitdt senken kénnte [100]. In einigen
tierexperimentellen Studien wurde dementsprechend eine erniedrigte Anzahl von
Tumorzellen in den peritumoralen BlutgefaBen gefunden [105]. Dieser Effekt ist bisher fr
EPA und DHA genauer untersucht worden [105]. Es sind jedoch Studien bekannt, die fir
bestimmte PUFA tierexperimentell oder in vitro eine Férderung des Invasionspotentials und
der Metastasierung nachweisen konnten [80,98,99]. Die Relation zwischen PUFA,
Invasivitat und Metastasierung einerseits sowie Lipidperoxidation andererseits ist bislang
nicht vollstéandig untersucht worden [105,108].

1.3 Cyclooxygenase und Lipoxygenase

1.3.1 Arachidonsiauremetabolismus und Eikosanoide

Auch far die Entstehung der Eikosanoide spielt die Zusammensetzung der Nahrungsfette
eine Rolle. Eikosanoide sind Signalmolekdle, die in endokrinen Drisen, im Immunsystem
und bei der Onkogenese nachgewiesen werden kdnnen. Der In-vivo-Erzeugung der
Eikosanoide liegt eine physiologisch enzymkatalysierte Lipidperoxidationsreaktion
zugrunde.

Die Eikosanoide sind Derivate der mehrfach ungeséattigten Arachidonsaure (CxoH320>),
welche aus einer Kette von 20 Kohlenstoffatomen mit 4 Doppelbindungen an jeweils der 5.,
8., 11. und 14. Stelle besteht (C20:4).
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Abbildung 1.3: Arachidonsaure
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Abbildung 1.4: Linolséure
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Abbildung 1.5: Linolenséure

Arachidonsaure wird im menschlichen und tierischen Organismus durch Desaturasen und
Elongasen aus der essentiellen Linolsdure (C18:2) gebildet. Sie liegt vorwiegend als
Membranphospholipid vor. Dieses Membranphospholipid besteht typischerweise aus einer
gesattigten Fettsaure, der Arachidonsaure und Phosphatidylinositol, welche an Glycerin
gebunden sind. Aus diesen Membranphospholipiden kann Arachidonat durch die
Phospholipase A, (PLA,) abgespalten werden, was den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Arachidonsdurekaskade darstellt. Arachidonat kann nun entweder erneut in
Membranphospholipide eingebaut oder Uber 2 Hauptwege weiter modifiziert werden. Ein
Metabolisierungsweg fihrt Gber die Cyclooxygenasen zu den erstmals in der Prostata
gefundenen Ringstrukturen, den Prostaglandinen, Thromboxanen und Prostacyclinen; der
andere Hauptweg fuhrt Uber die Lipoxygenasen zu den Leukotrienen [94,109-112].

1.3.2 Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase ist ein im endoplasmatischen Retikulum fast aller lebenden Zellen
lokalisiertes Transmembranenzym und wird auch als Prostaglandin-H-Synthase oder COX

bezeichnet. Sie katalysiert sowohl die Umwandlung von Arachidonsdure zum instabilen
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Prostaglandin (PG) G als auch die anschlieBende Reduktion des PGG, zum ebenfalls
instabilen PGH,. Aus diesem PGH. kdnnen die Prostaglandine I, Eo und F, sowie das
Thromboxan A, gebildet werden. Die Prostaglandine der Serie 1 (PG1) entstehen aus der
Eikosatriensaure, die der Serie 3 (PGs) aus der Eikosapentaensaure. Die einzelnen
Abkdmmlinge des PGH. unterscheiden sich in der Position der einzelnen Hydroxyl- bzw.
Ketogruppen und weisen die vielfaltigsten, teilweise gegensatzlichen Wirkungen auf
[94,109,111].

PGD: beispielsweise fihrt zu Bronchokonstriktion und wird daher mit der Entstehung von
Asthma in Verbindung gebracht, wohingegen PGE. durch Erhéhung der cAMP-
Konzentration eher eine Relaxierung der glatten Muskulatur hervorruft mit konsekutiver
Erweiterung des Bronchialsystems, einer allgemeinen Vasodilatation und einer
Relaxierung der Uterusmuskulatur. AuBerdem hat PGE, im Magen durch Hemmung der
HCI-Sekretion eine zytoprotektive Funktion und im Fettgewebe, diesmal durch Senkung
des cAMP-Spiegels, nach Insulin die starkste antilipolytische Wirkung. PGF5, wiederum
fuhrt antagonistisch zu PGE, zu einer Bronchokonstriktion, einer Vasokonstriktion und
einer auch klinisch genutzten Kontraktion der Uterusmuskulatur. PGl;, auch als
Prostacyclin bezeichnet, entsteht vor allem in GefaBendothelzellen aus PGFz, und hemmt
die Plattchenaggregation durch Aktivierung der Adenylatcyclase. Thromboxan dagegen
entsteht bevorzugt in den Blutplattchen und induziert deren Aggregation tUber einen Abfall
der cAMP-Konzentration in den Thrombozyten [94,109].

Letzteres ist nur ein Beispiel der mdglichen pharmakologischen Ansatzpunkte. Fir die
Entdeckung, dass die Wirkung von Acetylsalicylsdure (ASS) auf der irreversiblen
Hemmung der Cyclooxygenase beruht, erhielt J. A. Vane den Nobelpreis fiir Medizin. Eine
wichtige Entdeckung war auBerdem die Erkenntnis, dass es sich bei der in fast allen Zellen
exprimierten Cyclooxygenase 1 (COX-1) nur um eine von 2 Isoformen handelt. Neben der
COX-1 existiert eine zweite induzierbare Form. Diese Cyclooxygenase 2 (COX-2) spielt bei
Entziindungen, Ovulation und Karzinogenese eine wichtige Rolle und wird unter anderem
durch Hormone, Zytokine, Mitogene und Wachstumsfaktoren induziert. Eine gesteigerte
COX-2-Aktivitat wurde bei Patienten mit familirer Polyposis coli gefunden, deren Polypen
uber die Jahre mit einer Wahrscheinlichkeit von 100% maligne entarten. Bei diesen

Patienten wurde unter Dauermedikation mit ASS eine deutlich verminderte Inzidenz von
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Dysplasien in den Kolonpolypen gefunden. Nach weiteren Untersuchungen wurden
erhdhte Werte der COX-2 auBerdem in Tumoren von Kolon, Magen, Brust, Osophagus,
Lunge und schlieBlich auch beim Pankreaskarzinom gefunden.

Inwieweit nicht-steroidale Antiphlogistika durch Hemmung der Cyclooxygenase
Tumorgenese und -verhalten beeinflussen kdnnen, wird derzeit intensiv untersucht
[94,109,111-116].

1.3.3 Lipoxygenase

Der zweite Hauptweg des Arachidonsduremetabolismus fUhrt Gber Lipoxygenasen. Diese
kénnen in eukaryoten Zellen alle Doppelbindungen der Arachidonsaure hydroxylieren,
greifen in der humanen Physiologie jedoch vor allem die Kohlenstoffatome der 5., 12. und
15. Bindungsstelle an und werden dementsprechend als Lipoxygenase 5 (LOX-5), 12
(LOX-12) oder 15 (LOX-15) bezeichnet. Die bisher am intensivsten studierte Lipoxygenase
ist die fir die Bildung der Leukotriene verantwortliche LOX-5. Ein zweites Helferprotein,
das 5-lipoxygenase-activating protein FLAP, prasentiert vermutlich der LOX-5 die
Arachidonsaure, welche dann durch Hydroxylierung Uber die Hydroperoxyeikosatetraen-
Sauren (5-HPETE) bzw. die Hydroeicosatetraen-Sauren (5-HETE) zur Bildung von
Leukotrien A4 als Ausgangssubstanz der weiteren Leukotriene fihrt. Durch eine
Epoxydhydrolase entsteht dann Leukotrien B4, durch Anlagerung von Glutathion das
Leukotrien C4 und daraus durch schrittweise Abspaltung von Glutamat und Glycin die
Leukotriene D4 und E4[94,109,111].

Leukotriene sind unter anderem Mediatoren von Entziindungsreaktionen. Bei dem als slow
reacting substance (SRS) bekannten Agens, handelt es sich beispielsweise um ein
Gemisch aus den Leukotrienen A4y C4 D4 und E4. Das Leukotrien B4 hat einen
chemotaktischen Effekt auf Leukozyten. Leukotrien Cy4ist 100- bis 1000-mal wirksamer als
Histamin und spielt bei der Entstehung von Asthmaanféllen durch Bronchospasmus eine
wichtige Rolle. Leukotriene flhren auBerdem zu erhdhter Kapillarpermeabilitdt und zu
Odemen. Die Metaboliten der Lipoxygenase 5, insbesondere 5-HETE, wirken auch als

wachstumsstimulierende Faktoren fir Tumoren, wie zum Beispiel von Prostata, Lunge und
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Pankreas. lhre physiologische Hauptfunktion und ihre Rolle in der Tumorprogression sind
noch nicht endgultig geklart [94,109,111,117-120].

1.3.4 Cyclooxygenase- und Lipoxygenasehemmstoffe

1.3.4.1 Entwicklung und gesicherte Indikationen fur COX- und LOX-Inhibitoren

Entsprechend des oben beschriebenen Arachidonsduremetabolismus besteht eine
Méglichkeit der gleichzeitigen Inhibition der Cyclooxygenase und Lipoxygenase durch den
Einsatz von Glucocortikoiden. Diese blockieren durch vermehrte Synthese eines
Hemmproteins der Phospholipase A,, dem Lipocortin, die Freisetzung von Arachidonsdure
und damit die Eikosanoidsynthese generell. Daraus leiten sich die verschiedenen Effekte,
wie u. a. durch verminderte Synthese von Entziindungsmediatoren eine antiphlogistische
und durch verminderte PG-Synthese eine ulzerogene Wirkung im Gastrointestinaltrakt, ab.
Hemmstoffe der Cyclooxygenase wie zum Beispiel ASS (Acetylsalicylsaure), Metamizol
(Pyrazolderivat) oder Paracetamol (p-Aminophenolderivat) haben sich in der Therapie von
Entzindung, Schmerz und Fieber bewahrt. Sie hemmen die COX entweder irreversibel wie
ASS oder reversibel wie Metamizol und Paracetamol. Die nichtsteroidalen Antirheumatika
NSAR (non steroidal anti-inflammatory drugs = NSAID) wirken mit unterschiedlicher
Auspragung antiphlogistisch, analgetisch und antipyretisch. Die irreversible Acetylierung
vor allem der COX-1 durch ASS in niedriger Dosierung wird klinisch zur Pravention
zerebraler  Durchblutungsstérungen,  bei  koronarer  Herzerkrankung, akutem
Koronarsyndrom und zur Thrombose- und Embolieprophylaxe durch
Thrombozytenaggregationshemmung genutzt. Auf der Inhibition der physiologisch
wichtigen COX-1 beruhen ebenfalls einige unerwlinschte Nebenwirkungen wie
gastrointestinale Erosionen, Ulzera und Blutungen durch verminderte Zytoprotektion und
Stérung der Magensaftsekretion, welche dann durch Gabe von Protonenpumpenhemmern
oder Misoprostol, einem PGE; Analogon, verhindert bzw. therapiert werden sollten.
Weiterhin kénnen COX-Inhibitoren zu reduzierter renaler Durchblutung mit verminderter

Na*-Ausscheidung, Wasserretention, Diureseverminderung bis hin zum akuten
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Nierenversagen fuhren. Durch Reduzierung der bronchodilatatorisch wirkenden PG bei
vermutlich vermehrter Arachidonsaureverstoffwechslung zu den bronchokonstriktorisch
wirkenden Leukotrienen kann es zu Bronchokonstriktion oder zum so genannten, nicht nur
bei ASS-Gabe mdglichen, ,Aspirin-Asthma“ kommen. Die bei der Dysmenorrhoe-Therapie
erwlinschte Kontraktionshemmung des Uterus ist wahrend der Schwangerschaft und unter
der Geburt unerwiinscht. Die neuen selektiven COX-2-Hemmer wie Celebrex (Celecoxib)
sind in der Therapie von chronischen Gelenkerkrankungen und Schmerzen &hnlich effektiv
wie die herkdbmmlichen NSAR, weisen weniger gastrointestinale, jedoch erhdhte
kardiovaskulare Nebenwirkungen auf. Celebrex hat sich in der Therapie der chronischen
Polyarthritis ~ (rheumatoide  Arthritis) und  bei  Reizzustdnden  degenerativer
Gelenkerkrankungen (aktivierte Arthrosen) durchgesetzt. Neuere Studien weisen
auBerdem auf eine mdgliche antitumorale Aktivitdt von Celebrex und anderen selektiven
COX-2-Inhibitoren hin [112,113,116,121-123].

Erst spat wurde die Forschung auf die Lipoxygenase und deren mdégliche Inhibition
aufmerksam. Aus dem  Wirkspektrum der Leukotriene ergeben sich die
dementsprechenden klinischen Anwendungsmaéglichkeiten. Zyflo (Zileuton) hemmt selektiv
die LOX-5 und damit die Leukotriensynthese der Leukotriene B4, C4, D4 und E4. In den
USA ist Zyflo zur Prophylaxe und Langzeittherapie des Asthma bronchiale zugelassen und
anerkannt. Mit der Untersuchung der antiproliferativen Effekte von Zyflo und anderen LOX-
Inhibitoren auf diverse Tumoren wurde erst kirzlich begonnen [111,117-120,124].

1.3.4.2 COX- und LOX-Inhibitoren beim Pankreaskarzinom

Im Jahre 1975 beobachteten Bennet und Tacca bei kolorektalen Tumoren eine hbéhere
PGE. Produktion des malignen Gewebes gegeniber der umliegenden gesunden
Schleimhaut. Sie stellten daraufhin die Hypothese auf, dass diese malignen Zellen durch
die PGE, Uberproduktion ihr eigenes Wachstum, die Invasivitdit und Metastasierung
triggern. Dies fUhrte zu einer Reihe von Experimenten, wobei die meisten NSAR (Aspirin,
Indomethacin) die Entstehung chemisch induzierter kolorektaler Karzinome in Ratten und
Mausen verminderten. Epidemiologische Studien ergaben fir den Menschen nach
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regelmaBiger jahrelanger Einnahme von ASS eine 50%ige Reduktion der
Wahrscheinlichkeit, an kolorektalen Tumoren zu erkranken. Die oben beschriebenen
Nebenwirkungen lassen jedoch eine prophylaktische Einnahme von NSAR nicht sinnvoll
erscheinen. Zusatzlich wurde seit Entdeckung der COX-2 beobachtet, dass diese vor allem
in malignem Gewebe verstarkt exprimiert wird. Dies kénnte ein Erfolg versprechender
Forschungsansatz fir COX-2 selektive Inhibitoren in der Tumortherapie sein
[112,113,116]. Auch die Lipoxygenase-5 wurde vermehrt in Tumorgewebe gefunden, ihr
Metabolit 5-HETE konnte experimentell die Proliferation pankreatischer Tumorzellen
stimulieren. Die Frage, ob selektive LOX-5-Inhibitoren die Tumorgenese und -verhalten
beeinflussen kdnnen, wird derzeit intensiv untersucht [117-119,124,125].

1.4 Begrindung und Erlauterung des Versuchsvorhabens

Sowohl das aggressive Wachstums- und Metastasierungsverhalten als auch die &uBerst
schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms lassen die Erforschung und Evaluierung
alternativer Therapieverfahren dringlich erscheinen. Insbesondere Behandlungsformen, die
die Uberlebenszeit und die Lebensqualitdt der Patienten mit einem nicht mehr kurativ
resektablen Tumor verbessern, mussen entwickelt werden.

Nur standardisiete Tumormodelle erscheinen fir diesbezigliche tierexperimentelle
Studien geeignet. Von den verfligbaren Tiermodellen eines soliden duktalen
Pankreaskarzinoms kommt die gréBte Bedeutung dem N-Nitrosobis-2-oxopropylamin-
induzierten Pankreaskarzinom des Syrischen Goldhamsters zu. Dies liegt sowohl an der
guten Durchfihrbarkeit der Tumorinduktion mit hohen Tumorinzidenzen als auch an der
histologischen Ahnlichkeit der induzierten Pankreaskarzinome mit dem humanen duktalen
Adenokarzinom des Pankreas, welches 80-90% der exokrinen Pankreaskarzinome des
Menschen ausmacht.

Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf das Pankreaskarzinom besser untersuchen
zu kdnnen, war es primar erforderlich, die Inzidenz von Pankreaskarzinomen in diesem
Tumormodell von bis dato nur 91% zu erhéhen. Durch eine diatetische Modifikation, die

Anhebung des Rohfettanteils der Nahrung auf 21,4% (versus 3,5% in
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Hamsterstandardfutter) mit einem Linolsdureanteil im Futter von 11% und einem
Linolensaureanteil im Futter von 2%, konnte die Inzidenz nun auf 100% gesteigert werden
[80]. Diese, in den eigenen Vorstudien gegenlber dem nicht modifizierten Tiermodell
signifikant gesteigerte Inzidenz, Invasivitat und Metastasierung, ist hdchstwahrscheinlich
auf die gesteigerten Nahrungsanteile von Linolsdure und Linolensdure zurtckzufihren. Da
zwischen der Hochfetterndhrung, der Lipidperoxidation und der Tumorgenese bzw. dem
Tumorwachstum offensichtlich Zusammenhange bestehen, erscheint die Untersuchung der
Lipidperoxidation bei diesem Tiermodell sinnvoll. Neben der Inzidenz, der Anzahl pro Tier
und der GréBe der Pankreastumore soll das AusmaB der Lipidperoxidation und die
Aktivitdten der beiden wichtigsten antioxidativen Schutzenzyme sowohl in den tumorfreien
Pankreasanteilen als auch in den Pankreastumoren selbst untersucht werden.

Darauf aufbauend kann somit unter standardisierten tierexperimentellen Bedingungen
gezielt der Einfluss der Eikosanoide auf Tumorgenese und -verhalten durch selektive
Inhibition der Cyclooxygenase 2, Lipoxygenase 5 und deren Kombination evaluiert werden.
Die zugrunde liegende Hypothese ist dabei, dass die Therapie mit Inhibitoren der COX-2
und der LOX-5 einzeln und in Kombination zu einer Erniedrigung der intrapankreatischen
Lipidperoxidation und/oder zu einer Steigerung der intratumoralen Lipidperoxidation fliihren
und damit die Tumorgenese bzw. Invasivitat vermindern kénnte. Ziel ist es auBerdem, den
Einfluss der drei Therapiestrategien auf Tumorgenese und —verhalten quantitativ zu
vergleichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

2.1.1 Haltung der Tiere und Versuchsgruppen

120 mannliche Syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus) im Alter von 8 Wochen

(Harlan-Winkelmann,

Deutschland)

wurden

unter

standardisierten

Bedingungen

(Raumtemperatur [21£5]°C, Luftfeuchtigkeit [70+10]%, 10 Luftwechsel pro Stunde, 12h/12h
Tag-/Nachtzyklus) 32 Wochen in Einzelkafigen gehalten. Sie wurden nach einer Woche

Akklimatisierungszeit randomisiert den in Tabelle 2.1 aufgeflihrten 8 Gruppen zugeordnet.

Gruppe Tier-Anzahl | Tumorinduktion Celebrex Zyflo Celebrex + Zyflo

1 15 nein nein nein nein
2 15 nein ja nein nein
3 15 nein nein ja nein
4 15 nein nein nein ja

5 15 ja nein nein nein
6 15 ja ja nein nein
7 15 ja nein ja nein
8 15 ja nein nein ja

Tabelle 2.1: Versuchsgruppen
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2.1.2 Ernahrung der Versuchstiere

Die Tiere der Versuchsgruppen 1-8 erhielten Uber den gesamten Versuchszeitraum
Spezialfutter fir Hamster, in dem der Rohfettanteil von standardmaBig 3% (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland, Tabelle 2.2) auf 21,4% angehoben wurde (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland, Tabelle 2.2).

Die verwendete Hochfetterndhrung hatte in eigenen Vorstudien zu einer signifikant
héheren Inzidenz von Pankreastumoren sowie Lebermetastasierung im Vergleich zur mit
Standardfutter ernéhrten Kontrollgruppe gefihrt [80]. Alle Tiere hatten Zugang zum Futter
und zu Trinkwasser ad libitum.

Inhaltsstoff Standardfutter Hochfettdiat
Rohprotein 20,0% 16,5%
Rohfett 3,5% 21,4%
Rohfaser 8,0% 4,9%
Rohasche 6,5% 5,7%
Kalzium 1,0% 1,0%
Phosphor 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%
Glutaminséure 3,9% 3,9%
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Inhaltsstoff Standardfutter Hochfettdiat
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
Nikotinsdure 60mg/kg 60mg/kg
Inosit 50mg/kg 50mg/kg

Tabelle 2.2: Inhaltsstoffe der Futtermischungen

Die gaschromatographisch ermittelten Anteile (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,

Deutschland) derjenigen Fettsauren mit den hdchsten Anteilen in der Hochfettdiat und im
Standardfutter sind in Tabelle 2.3 dargestellt.

28



Name (Trivialname) Kurzformel Anteil im Standardfutter [%] Anteil in Hochfettdiét [%]
Palmitinsdure C16:0 0,3 2,0
Stearinsaure C18:0 0,2 1,0

Olsaure C18:1 0,7 4,4
Linolsaure C18:2 1,8 11,0
Linolensé&ure C18:3 0,3 2,0
Arachidonsdure C20:4 0,07 0,4

Eikosapentaensaure C22:5 0,05 0,3

sonstige Fettsauren C8:0 bis C22:6 jeweils <0,05 jeweils <0,3

Tabelle 2.3: Anteil bedeutender Fettsduren im Futter

2.1.3 Tumorinduktionsphase

Zur Induktion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas wurden den Tieren der
Versuchsgruppen 5-8 Uber einen Zeitraum von 16 Wochen 10mg/kg Koérpergewicht N-
Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP, Ash Stevens Chemicals Ltd.,, USA) wdchentlich
subkutan interskapular injiziert. BOP wurde dazu jeweils unmittelbar vor der Anwendung in
0,9%iger Natriumchlorid-Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) im Verhéltnis von 3mg pro
1ml gel6st. Die Tiere der Versuchsgruppen 1-4 erhielten im Induktionszeitraum wéchentlich
0,5ml 0,9%ige Natriumchlorid-Lésung (B. Braun GmbH, Deutschland) ebenfalls subkutan
interskapulér injiziert. Alle Injektionen fanden unter einer kurzen Athernarkose (Hoechst /
Marion-Roussel GmbH, Deutschland) statt.

2.1.4 Therapiephase

An die 16-wdchige Tumorinduktionsphase schloss sich sofort die Therapiephase an, deren

Dauer ebenfalls 16 Wochen betrug. Wéahrend dieser Phase wurden die Tiere der
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Versuchsgruppen 1 und 5 nicht therapiert. Die Tiere der Versuchsgruppen 2 und 6
erhielten taglich 7mg Celebrex (Pfizer, Zirich, Schweiz) per os. Die Tiere der
Versuchsgruppen 3 und 7 erhielten taglich 28mg Zyflo (Abbot, Chicago, USA) per os. Die
Tiere der Versuchsgruppen 4 und 8 wurden mit der Kombination beider Praparate
therapiert und erhielten somit taglich 7mg Celebrex und 28mg Zyflo per os.

Dabei wurden die Tiere der Gruppen 2, 4, 6 und 8 taglich per os mit 7mg Celebrex
therapiert, was einer wéchentlichen Dosis von 49mg und einer Gesamtdosis von 784mg
pro Hamster (bei einem durchschnittlichen Anfangskérpergewicht von ca. 120g) Uber 16
Wochen entspricht. Die Tiere der Gruppen 3, 4, 7 und 8 erhielten taglich per os 28mg Zyflo
und damit 196mg je Woche und eine Gesamtdosis von 3136mg Uber 16 Wochen pro

Hamster (bei einem durchschnittlichen Anfangskdrpergewicht von ca. 1209).
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2.2 Histologische Untersuchung

2.2.1 Obduktion

In der 33. Woche nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter einer Narkose mit
Ursotamin (Serumwerk Bernburg GmbH, Deutschland) getétet und das jeweilige
Kérpergewicht ermittelt. Zur Obduktion wurde eine mediane Laparotomie vom Processus
xiphoideus bis zum Penisansatz durchgefihrt. Nach Inspektion aller Bauchorgane wurde
die Bauchspeicheldriise entnommen und gewogen.

Da die Versuchsgruppen 1-4 kein BOP erhalten hatten, war nicht mit dem Auftreten von
Pankreaskarzinomen in diesen Gruppen zu rechnen. Von den Tieren dieser
Versuchsgruppen wurde standardisiert eine Probe aus der Bauchspeicheldrise ([26£9]mg)
exzidiert und unverztglich bei —80°C firr die biochemischen Untersuchungen eingefroren.
Bei den mit BOP behandelten Tieren der Versuchsgruppen 5-8 wurden nach Entnahme
der Bauchspeicheldrise sowohl makroskopisch als auch auflichtmikroskopisch (neolLab
Stereomikroskop, Eschenbach GmbH, Deutschland) die entnommenen Organe auf solide
Raumforderungen kontrolliert. Aus tumorverdachtigen Lasionen der Bauchspeicheldrise
wurden Proben entnommen und fir die histologische Untersuchung in 10%iges,
gepuffertes Formaldehyd (Sigma Chemicals Ltd., GroBbritannien) gegeben. AnschlieBend
wurden die verdachtigen Herde aus der Bauchspeicheldrise exzidiert, gesammelt
([24£13]mg) und fir die biochemischen Untersuchungen unverzlglich bei —-80°C
eingefroren. Von makroskopisch und auflichtmikroskopisch unveranderten tumorfernen
Pankreasanteilen wurden [26£9]mg pro Tier entnommen und ebenfalls unverziglich bei —

80°C eingefroren.

2.2.2 Histologische Untersuchung

Die bei der Obduktion in Formaldehyd gegebenen Proben wurden nach Umbettung in
Metallkassetten (Shandon Ltd., GroBbritannien) im Entwasserungsautomaten Histokinette
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2000 (Reichert-dung GmbH, Deutschland) entwassert und anschlieBend auf der
GieBstation TBS 88 (medite AG, Deutschland) mit Paraffin (Merck AG, Deutschland)
Uberschichtet. Die nunmehr in Gewebskapseln (Shandon Ltd., GroBbritannien)
eingebetteten Paraffinblécke wurden mit dem Rotationsmikrotom HM 350 (Microm GmbH,
Deutschland) geschnitten, wobei Schnittdicken von 2-5um gewahlt wurden. Daraufhin
erfolgte das Aufziehen auf Objekitrager (Menzel Glaser KG, Deutschland) im Paraffin-
Streckbad TFB 35 (medite AG, Deutschland). Die Objekttrager wurden dann bei 75°C far
45 min im Brutschrank Modell 200 (Memmert GmbH, Deutschland) getrocknet.
AnschlieBend wurden die Schnitte unter dem Abzug Hyperclean (Shandon Ltd.,
GroBbritannien) durch zweimaliges jeweils finfmindtiges Xylolbad (Baker, Niederlande)
entparaffiniert. Nach Dehydrierung in absteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd.,
GroBbritannien) und Waschung in Aqua bidest erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin und
Eosin (Merck AG, Deutschland) in typischer Technik. Nach nochmaliger Waschung in
Aqua bidest wurde in aufsteigender Alkoholreihe (Sigma Chemicals Ltd., GroBbritannien)
die abschlieBende Entparaffinierung durchgefihrt. Nach anschlieBendem Xylolbad (Baker,
Niederlande) wurden die Schnitte mit Kanadabalsam (Merck AG, Deutschland) aufgehellt
und die Deckglaser (Menzel Glaser GmbH, Deutschland) platziert. Die histologische
Beurteilung fand mit dem Lichtmikroskop Kolleg SHB 45 (Eschenbach GmbH,
Deutschland) statt.

Die Klassifizierung der aus den tumorverdachtigen Pankreasldsionen entnommenen
Proben folgte den Kriterien nach Meijers et al. [126]. In die Berechnung der Induktionsrate
wurden nur Tiere eingeschlossen, die ein invasives duktales Adenokarzinom des Pankreas

aufwiesen.
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2.3 Biochemische Untersuchungen

2.3.1 Chemikalien und Gerate

Die Bestimmung der GSHPX-Aktivitat basierte auf der Methode nach Paglia und Valentine
[127]. Dabei wurde der Testkit RANSEL (Randox Ltd., GroBbritannien) verwendet, der als
Mischsubstrat Xanthin und [.N.T. [(2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazoliumchlorid] sowie einen 50mM CAPS-EDTA-Puffer und Xanthinoxidase
(80U/1) enthielt.

Die Bestimmung der SOD-Aktivitat folgte dem Prinzip von Beauchamp und Fridovich [128].

Hierbei wurde der Testkit RANSOD (Randox Ltd., GroBbritannien) verwendet, in welchem

das Reagenz (Glutathion + Glutathionreduktase + NADPH), ein 50mM Phosphat-EDTA-

Puffer, 0,18mM Cumenhydroperoxid und Verdiinnungsmittel enthalten waren.

FOr die Proteinbestimmung nach Lowry [129] wurden die folgenden Chemikalien

verwendet:

e Natriumkarbonat wasserfrei (0,5m in 1n Natronlauge, Merck AG, Deutschland),

e Kalium-Natrium-Tartrat-4-hydrat  (2%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda,
Deutschland),

e Kupfersulfat-4-hydrat (1%ig in Aqua dest; Laborchemie Apolda, Deutschland),

e Folins Reagenz (Merck AG, Deutschland).

Fir die Bestimmung der Lipidperoxidations-Produktie als Thiobarbitursaure-reaktive

Substanzen (TBARS) wurden folgende Chemikalien verwendet:

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

e Malondialdehyd-Standard, hierfir wurde Malondialdehyd modifiziert nach Esterbauer
und Haberland hergestellt, eine 10mM Ldsung von Malondialdehydbisdiethylacetat
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wurde in 1%iger Schwefelsdure eine Stunde inkubiert, um den Prozess der
saurekatalysierten Hydrolyse weitgehend zu beenden,

e SDS (Natriumdodecylsulfat, 8,1%ige Lésung in Aqua dest; Serva GmbH, Deutschland),

e BHA (3-Tert-butyl-4-hydroxyanisol), 0,05mg/ml; L&sungsmittel: Ethanol-Wasser-
Gemisch (1:1),

e n-Butanol (Merck AG, Deutschland).

Die photometrischen Aktivitatsbestimmungen der GSHPX, der SOD und die Ermittlung der

Proteingehalte wurden mit dem UV-VIS Scanning Spektrophotometer UV-2101 PC

(Shimadzu, Japan) durchgefiihrt. Die Messung der TBARS-Konzentration fand am

Spektrofluorophotometer RF-5001 PC (Shimadzu, Japan) statt.

Weiterhin wurden verwendet:

e Laborwaage Sartorius excellence (Sartorius AG, Deutschland),

e Schittelmaschine (Labortechnik llmenau, Deutschland),

e Homogenisator Omni International 2000 (Digitana, Schweiz),

e Ultrahomogenisator Labsonic 1510 (B. Braun AG, Deutschland) und

e Zentrifuge T 23 (Janetzki, Polen).

2.3.2 Homogenatherstellung

Die bei der Obduktion unverzlglich nach der Entnahme eingefrorenen Proben von
metastatischem und metastasenfreiem Pankreasgewebe aller Versuchsgruppen mussten
vor den biochemischen Untersuchungen homogenisiert werden. Fir die TBARS-
Bestimmung wurde das Probenmaterial mit eiskalter 0,01% Butylhydroxyanisol
enthaltender 140mmol/l Natriumchlorid-Lésung (Sigma Chemicals, GroBbritannien) 4-mal
je 15 Sekunden unter Kihlung homogenisiert. Fiir die GSHPX- und die SOD-Bestimmung
wurde das Probenmaterial mit eiskaltem 0,1mol/I-Phosphatpuffer 4-mal je 15 Sekunden
unter Kihlung homogenisiert. Die so erhaltenen Homogenate wurden bei —80°C gelagert

und jeweils vor den Messungen 15 Sekunden rehomogenisiert.
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2.3.3 Proteinbestimmung nach Lowry

2.3.3.1 Prinzip

Verbindungen mit mindestens zwei Peptidbindungen bilden mit Cu?*-lonen in alkalischer
Lésung einen violetten Komplex. Das darauf basierende Nachweisverfahren, die so
genannte Biuret-Methode, weist jedoch nur eine maBige Sensitivitat auf. AuBerdem
bendtigt man hierbei sehr umfangreiches Probenmaterial. Daher wurde nach Lowry eine
Kombination der Biuret-Methode mit einer Reduktion von Phosphorwolfram- und
Phosphormolybdénsdure (Folins Reagenz) zu Wolfram- respektive Molybdénblau durch
die aromatischen Seitenketten des im Kupferkomplex gebundenen Tyrosins und
Tryptophans angewendet [129].

2.3.3.2 Durchfihrung und Auswertung

Zunachst wurde die Gebrauchslésung hergestellt. Zuerst wurden 0,5ml Kupfersulfat-
Lésung, 0,5ml Kalium-Natrium-Tartrat-Lésung und 49ml Natriumkarbonat-Lésung
zusammengegeben. Dann  wurden  25ul des  vorher 1:100  verdlinnten
Gewebehomogenates mit 225ul Aqua bidest versetzt und mit 1,5ml Gebrauchslésung 10
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden unter starkem Schutteln 150ul Folins Reagenz
dazugegeben. Nach einstlindiger Inkubation wurden die Proben bei folgenden Parametern
spektometrisch gemessen: 750nm Wellenlange, 25°C, 0,5cm Kuvettenschichtdicke,
Leerwert als Vergleichsprobe. Die Auswertung erfolgte Uber eine Kalibrierfunktion.
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2.3.4 Bestimmung der Gluthathionperoxidase-Aktivitat (GSHPX)

2.3.4.1 Prinzip

Die Methode folgt dem Prinzip von Paglia und Valentine [127]. Die Gluthathionperoxidase
(GSHPX) katalysiert dabei die Oxidation von Glutathion durch Cumenhydroperoxid, so
dass durch Bildung einer Disulfidbriicke das oxidierte Glutathion (GSSG) entsteht. Bei
gleichzeitiger Anwesenheit von oxidiertem Glutathion und NADPH wird GSSG sofort
reduziert, wobei NADPH oxidiert wird. Bei der hier verwendeten Methode wird diese
Abnahme der NADPH-Extinktion gemessen.

2.3.4.2 Durchfihrung und Berechnung der Ergebnisse

Das Pipettierschema ist in Tabelle 2.4 dargestellt.

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

Tabelle 2.4: Pipettierschema fiir die GSHPX-Aktivititsmessung
Das Pipettieren erfolgte direkt in die Messkilvette. Nach guter Durchmischung wurden die

Proben bei folgenden Parametern gemessen: 340nm Wellenlange, 37°C, 3 min
Reaktionszeit, 0,5cm Klvettenschichtdicke, Leerwert als Vergleichsprobe.
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Der Berechnung der Ergebnisse liegt das Lambert-Beersche Gesetz zugrunde:

AE=c-d-¢€ mit AE - Extinktionsédnderung,
- Konzentration
d - Klivettenschichtdicke.
£ - Extinktionskoeffizienten,

wobei der Wert des Extionkionskoeffizienten € =6,22-10° konstant ist. Daraus lasst

mol - cm
sich durch Umstellen die Konzentration ¢ der Probe ermitteln:

_AE
d-e

Die Einfihrung eines Verdinnungsfaktors erméglicht die Angabe des Proteingehalts der

C

Proben in mg.

2.3.5 Bestimmung der Superoxiddismutase-Aktivitat (SOD)

2.3.5.1 Prinzip

Das auf der Methode von Beauchamp und Fridovich [128] basierende, hier angewandte
Testkit beruht auf der Bildung von Superoxidradikalen durch Xanthin und Xanthinoxidase,
welche mit LN.T. zu einem roten Formazanfarbstoff reagieren. Die Aktivitat der
Superoxiddismutase (SOD) kann Uber den Grad der Inhibierung der oben genannten
Reaktion bestimmt werden, da diese die Dismutation von Superoxidradikalen zu

molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid katalysiert.
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2.3.5.2 Durchfihrung und Berechnung der Ergebnisse

Das Pipettierschema ist in Tabelle 2.5 dargestellt.

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

Tabelle 2.5: Pipettierschema fiir die SOD-Aktivitdtsmessung

Die Proben wurden zunachst mit Aqua bidest soweit verdinnt, dass die Messwerte
zwischen 30% und 60% Hemmung lagen. Das Pipettieren erfolgte direkt in die Klvette und
nach grindlicher Durchmischung wurden die Messungen unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 505nm Wellenlénge, 37°C, 3 min Reaktionszeit, 0,5cm Kivettenschichtdicke,
Leerwert als Vergleichsprobe.

Die Hemmung I wurde als:

3
[—ag 10
min

angegeben. Die Umrechnung in die prozentuale Hemmung I» erfolgte gemas:

[A.E : 100}
min PROBE

[ min } LEERWERT

Die Aktivitat asop der SOD wurde als 50% der prozentualen Hemmung definiert:

Asop :%IP

Ihre Angabe erfolgte in units U. Die so erhaltenen Werte wurden auf mg Proteingehalt

I,=100-

korrigiert.
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2.3.6 Bestimmung der Lipidperoxidations-Produkte

2.3.6.1 Prinzip

Das Prinzip dieser Messung wurde von Ohkawa beschrieben [130].
Lipidperoxidationsprodukte bilden hierbei mit Thiobarbitursdure (TBA) einen roten
Polymethinfarbstoff, dessen Konzentration fluorimetrisch bestimmt wird. Die diese
Reaktion eingehenden Lipidperoxidationsprodukie werden als Thiobarbitursaure-reaktive
Substanzen (TBARS) bezeichnet. Die teilweise kritischen Aspekte dieser MeBmethode im
Hinblick auf Art der Probengewinnung und -aufbewahrung sowie die nicht
unproblematische Spezifitdt des Tests sind bekannt [131]. Allerdings wird nach
Erfahrungen mit vorhergehenden Untersuchungen davon ausgegangen, dass artifizielle
Veranderungen des TBARS-Levels durch strenge Standardisierung aller Arbeitsschritte
(z.B. sehr schnelles Einfrieren der Gewebe nach Entnahme, Aufbewahrung der Proben in
Flussigstickstoff, Homogenisierung und Analyse in Gegenwart von Antioxidanzien)

verhindert werden kénnen.

2.3.6.2 Durchfihrung und Auswertung

Die bendtigte Menge Homogenat wurde mit Aqua bidest auf 150ul aufgefillt, mit 300ul
Acetatpuffer (pH=3,5), 300ul TBA und 40ul SDS versetzt und fir 90 Minuten ins
Wasserbad (90°C) gestellt. Nach 5-mindtiger Abkuhlung in Eiswasser wurden 200ul Aqua
bidest und 1ml n-Butanol hinzugefigt. Die Mischung wurde 20 Minuten geschittelt und
dann 10 Minuten bei 2000U/min zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Messung in der
Uberstehenden n-Butanolphase bei folgenden Parametern: 515nm Wellenlange far
Exzitation, 553nm Wellenlange fir Emission, 25°C, 0,5cm Kuivettenschichtdicke, Leerwert
als Vergleichsprobe. Die Auswertung erfolgte Uber 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 fanden bei Normalverteilung als T-Test flr gepaarte Stichproben
statt. Bei nicht normalverteilten Parametern wurden diese Vergleiche als Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangsummen-Test durchgefihrt.

Die kategoriellen Daten wurden aufgrund der kleinen Umfange mit dem Fisher-Test
verglichen.

Das Signifikanzniveau wurde grundsatzlich mit 95% (p<0,05) definiert. Alle Berechnungen
fanden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 9.2% fiir Windows98® statt.

40



3 Ergebnisse

3.1 AbschlieBende Korper- und Pankreasgewichte

Sowohl beim Korper- als auch beim Pankreasgewicht bestanden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Die Gewichte sind in Tabelle
3.1 dargestellt [132].

Versuchsgruppe Korpergewicht [g] | Pankreasgewicht [g]
1 [Hochfettdiat, BOP, &Therapie] 110,20£10,24 0,95+0,21
2 [Hochfettdiat, IBOP, Celebrex] 112,62+£10,48 0,89+0,20
3 [Hochfettdiat, @BOP, Zyflo] 117,71+11,49 1,0240,28
4 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex + Zyflo] 112,33+£14,00 1,0120,42
5 [Hochfettdiat, BOP, JTherapie] 114,38+10,31 1,00£0,23
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 117,09+£11,55 1,57+1,41
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 112,47+13,97 1,4140,94
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 111,36+8,38 1,06+0,49

Tabelle 3.1: Kérper- und Pankreasgewichte (Mittelwert + Standardabweichung)

3.2 Letalitat wahrend des Versuchszeitraums

Die Letalitat in den Gruppen 1, 4 und 7 betrug 0%. In Gruppe 3 starb 1 Tier (6,7%), in
Gruppe 2 starben 2 Tiere (13,3%). In den Gruppen 6 und 8 verstarben jeweils 4 Tiere
(26,7%), wobei es sich, verglichen mit den Gruppen 1, 3, 4, und 7, um eine signifikant
héhere Letalitat handelt (p<0,05 versus Gruppen 1, 3, 4, 7). In Gruppe 5 starben 7 Tiere
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(46,7%, p<0,05 versus alle anderen Gruppen), was eine signifikant héhere Letalitat
gegentiber allen anderen Gruppen bedeutet [132].

3.3 Makroskopie und Auflichtmikroskopie des Pankreas

Wahrend der Obduktion konnten in den Gruppen 1-4 erwartungsgemaB keine
Raumforderungen im Pankreas festgestellt werden. Die histologische Inzidenz von
Pankreaskarzinomen in den Gruppen 5-8 betrug 100%. Dabei betrug die Inzidenz
makroskopisch sichtbarer pankreatischer Raumforderungen 100% in Gruppe 5 (Kontrolle)
und 81,8% in Gruppe 6 (Celebrex), wohingegen sie mit 53,3% in Gruppe 7 (p<0,05 versus
Gruppe 5) und mit 63,6% in Gruppe 8 (p<0,05 versus Gruppe 5) erniedrigt waren. Die
Haufigkeit makroskopisch sichtbarer pankreatischer Raumforderungen in den Gruppen 5-8
ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Histologisch wurden alle Tumoren als mé&Big bis gering

differenzierte duktale Adenokarzinome klassifiziert.
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Abbildung 3.1: Inzidenz makroskopisch sichtbarer pankreatischer Raumforderungen
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

3.3.1. GroBe der pankreatischen Raumforderungen

Versuchsgruppe GroBe der makroskopischen Pankreaskarzinome [mm?]
5 [Hochfettdiat, BOP, & Therapie] 59,25+12,6
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 60,0+12,7
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 13,25+7,46
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 24,8615,52

Tabelle 3.2: GroBe der makroskopischen Pankreaskarzinome (Mittelwert + Standardabweichung)

Die durchschnittliche GroBe der makroskopischen Pankreaskarzinome bei den Tieren der
Gruppen 5-8 ist in Tabelle 3.2 dargestellt.
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Die GrdBe der makroskopischen Pankreskarzinome betrug 59,25+12,6mm? in Gruppe 5
und 60,0+12,7mm? in Gruppe 6. Nach Kombinationstherapie in Gruppe 8 (24,86+5,52mm?,
p<0,05) war die GrbéBe erniedrigt. Die im Durchschnitt kleinsten makroskopischen
Pankreskarzinome fanden sich nach alleiniger Therapie mit Zyflo in Gruppe 7
(13,25+7,46mm?, p<0,05). (Tabelle 3.2)

Die Gr6Be makroskopisch sichtbarer pankreatischer Raumforderungen in den Gruppen 5,
6, 7 und 8 ist in Abbildung 2 dargestellt [132].
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Abbildung 3.2: GroBe makroskopisch sichtbarer pankreatischer Raumforderungen [mm"’],
(Mittelwert + Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)
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3.4 Histologische Ergebnisse

3.4.1 Klassifikation der Raumforderungen im Pankreas

Die Klassifikation erfolgte nach den Kriterien von Meijers et al. [126]. Innerhalb aller
untersuchten  Raumforderungen konnten invasiv wachsende Anteile duktaler
Adenokarzinome nachgewiesen werden. Zusatzlich fanden sich in nahezu jedem Praparat
Vorstufen wie papillare und/oder duktale Hyperplasien, atypische Hyperplasien und In-situ-
Karzinome. Weiterhin konnten hdufig eine Begleitdesmoplasie sowie eine unterschiedlich
stark ausgepragte inflammatorische Komponente beobachtet werden. Ein typisches
mikroskopisches Bild in verschiedenen VergréBerungen zeigen die Abbildung 3.3 und die
Abbildung 3.4 [132].

Abbildung 3.3: Pankreaskarzinom, HE-Farbung, 10fache VergréBerung
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Abbildung 3.4: Pankreaskarzinom, HE-Farbung, 40fache VergréBerung
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3.5 Biochemische Ergebnisse

3.5.1 EiweiBgehalt

Der in den tumorfreien Pankreasanteilen gemessene Proteingehalt ist in Tabelle 3.3
dargestellt. Zwischen den Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede (p>0,05).
Der in den Pankreaskarzinomen gemessene Proteingehalt ist ebenfalls in Tabelle 3.3
dargestellt. Hier fanden sich gegeniber den Gruppen 6, 7 und 8 (Gruppe 6: [8,3516,23]
mg/ml; Gruppe 7: [9,97%4,25] mg/ml; Gruppe 8: [9,49£3,5] mg/ml) geringere Proteinwerte
in der Gruppe 5 ([4,97+3,1] mg/ml; p<0,05 versus Gr. 6-8). Beim Vergleich des
intratumoralen mit dem Proteingehalt in den tumorfreien Pankreasanteilen innerhalb der

betreffenden Gruppen wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (p>0,05).

Proteingehalt in tumorfreien Proteingehalt in
Versuchsgruppe Pankreasanteilen Pankreaskarzinomen
[mg/ml] [mg/ml]
1 [Hochfettdiat, IBOP, Y Therapie] 7,3146,17
2 [Hochfettdiat, IBOP, Celebrex] 5,28+4,51
3 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 5,1315,37
4 [Hochfettdiat, IBOP, Celebrex + Zyflo] 8,1946,6
5 [Hochfettdiat, BOP, JTherapie] 6,38+4,53 4,97+3,1
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 7,015,15 8,3516,23
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 2,99+2,35 9,97+4,25
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 5,08+2,69 9,49+3,5

Tabelle 3.3: Proteingehalt in tumorfreien Pankreasanteilen und in Pankreaskarzinomen
(Mittelwert + Standardabweichung)
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3.5.2 Gluthationperoxidase-Aktivitat (GSHPX)

Versuchsgruppe

GSHPX-Aktivitat in
tumorfreien
Pankreasanteilen

[10° U/mg EiweiB]

GSHPX-AKktivitat in
Pankreaskarzinomen

[10° U/mg EiweiB]

1 [Hochfettdiat, @BOP, @Therapie] 8,72+3,89
2 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex] 12,79+7,73
3 [Hochfettdiat, @BOP, Zyflo] 13,9917,46
4 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex + Zyflo] 11,1248,77
5 [Hochfettdiat, BOP, @Therapie] 2,76+1,24 0,54+0,19
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 2,44+1,68 5,18+1,45
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 33,216,59 7,16%1,18
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 25,3+3,99 5,45+0,98

Tabelle 3.4:  Gluthationperoxidase-Aktivitat (GSHPX) in tumorfreien Pankreasanteilen und in

Pankreaskarzinomen (Mittelwert + Standardabweichung)

Die GSHPX-Aktivitat in tumorfreien Pankreasanteilen der Gruppen 1-4 unterschied sich

nicht signifikant voneinander (Gruppe 1: [8,72+3,89]*10° U/mg; Gruppe 2: [12,79+7,73]*10°
U/mg; Gruppe 3: [13,99+7,46]*10° U/mg; Gruppe 4: [11,1248,77]*10° U/mg EiweiB). Die

niedrigsten GSHPX-Aktivitaten in den tumorfreien Pankreasanteilen wurden in der Gruppe
5 ([2,76+1,24]10° U/mg EiweiB) und Gruppe 6 ([2,44+1,68]*10° U/mg EiweiB) (jeweils
p<0,05 versus alle anderen Gruppen) gefunden. Andererseits waren die GSHPX-

Aktivitdten in den tumorfreien Pankreasanteilen der Gruppe 7 ([33,2%6,59]*10° U/mg

EiweiB) und Gruppe 8 ([25,3+3,99]*10° U/mg EiweiB) (jeweils p<0,05 versus alle anderen

Gruppen) erhdht.

Die GSHPX-Aktivitat in tumorfreien Pankreasanteilen ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5: Gluthationperoxidase-Aktivitat (GSHPX) in den tumorfreien Pankreasanteilen
(Mittelwert + Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

In Pankreaskarzinomen wurde die niedrigste GSHPX-Aktivitat in der Kontrollgruppe 5
([0,54+0,19]*10° U/mg EiweiB), verglichen mit den Gruppen 6 ([5,18%1,45]*10° U/mg
EiweiB), 7 ([7,16+1,18]10° U/mg EiweiB) und 8 ([5,45+0,98]*10° U/mg EiweiB), gefunden
(p<0,05 versus Gruppen 6-8). In den Gruppen 5, 7 und 8 waren die GSHPX-Aktivitaten in
den Pankreaskarzinomen signifikant geringer als die GSHPX-Aktivitaten in den tumorfreien
Pankreasanteilen derselben Tiere. Eine Ausnahme bildeten die Tiere der Gruppe 6, deren
GSHPX-Aktivitaten in den Pankreaskarzinomen gegeniiber den GSHPX-Aktivitaten in den
tumorfreien Pankreasanteilen derselben Tiere signifikant erhéht waren.

Die GSHPX-Aktivitat in Pankreaskarzinomen ist in Abbildung 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Gluthationperoxidase-Aktivitat (GSHPX) in Pankreaskarzinomen
(Mittelwert * Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)
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3.5.3 Superoxiddismutase-Aktivitat (SOD)

Versuchsgruppe

SOD-Aktivitat in

tumorfreien

Pankreasanteilen

[U/mg EiweiB]

SOD-Aktivitat in
Pankreaskarzinomen
[U/mg EiweiB]

1 [Hochfettdiat, BOP, &Therapie] 79,63+44,84
2 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex] 93,11+47,69
3 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 134,31£61,37
4 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex + Zyflo] 93,88+41,44
5 [Hochfettdiat, BOP, @Therapie] 68,69+38,59 53,28+25,82
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 44,68+32,99 77,22+21,45
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 333,77168,79 25,03+10,65
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 212,10449,87 27,77+11,79

Tabelle 3.5: SOD-Aktivitat in den tumorfreien Pankreasanteilen

Die Superoxiddismutase-Aktivitat (SOD) in den tumorfreien Pankreasanteilen unterschied

sich in den Gruppen 1 bis 5 nicht signifikant voneinander (Gruppe 1: [79,63+44,84] U/mg
EiweiB; Gruppe 2: [93,11+47,69] U/mg EiweiB; Gruppe 3: [134,311£61,37] U/mg EiweiB;
Gruppe 4: [93,88+41,44] U/mg EiweiB3; Gruppe 5: [68,69£38,59] U/mg EiweiB). In den
Gruppen 7 ([333,77+68,79] U/mg EiweiB, p<0,05) und 8 ([212,10+49,87] U/mg EiweiB,
p<0,05) hingegen war die SOD-Aktivitat in den tumorfreien Pankreasanteilen erhéht.

Die SOD-AKktivitat in tumorfreien Pankreasanteilen ist in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7: SOD-Aktivitat in tumorfreien Pankreasanteilen (Mittelwert + Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

Die SOD-Aktivitat in den Pankreaskarzinomen unterschied sich in den Gruppen 5, 7 und 8
nicht signifikant voneinander (Gr. 5: [53,28%25,82] U/mg EiweiB3; Gr. 7: [25,03+10,65] U/mg
EiweiB und Gr. 8: [27,77£11,79] U/mg EiweiB). Verglichen mit den Gruppen 7 und 8 war
die SOD-AKktivitat in den Pankreaskarzinomen nach Therapie mit Celebrex in der Gruppe 6
([77,22+21,45] U/mg EiweiB, p<0,05) erhéht.

Die SOD-AKktivitat in Pankreaskarzinomen ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8: SOD-Aktivitat in Pankreaskarzinomen (Mittelwert + Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

Der Vergleich der SOD-Aktivitdten in den Pankreaskarzinomen und in den tumorfreien
Pankreasanteilen zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Gruppe 5. In Gruppe 6
jedoch war die SOD-Aktivitdat in den Pankreaskarzinomen hdéher als in den tumorfreien
Pankreasanteilen, wohingegen in den Gruppen 7 und 8 die SOD-Aktivitdt in den

Pankreaskarzinomen niedriger als in den tumorfreien Pankreasanteilen war.
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3.5.4 Konzentration von Lipidperoxidationsprodukten

TBARS-Konzentration in
TBARS-Konzentration in
tumorfreien
Versuchsgruppe . Pankreaskarzinomen
Pankreasanteilen L
[nmol/mg Eiweif3]
[nmol/mg EiweiB]
1 [Hochfettdiat, IBOP, @Therapie] 35,37+27,45
2 [Hochfettdiat, IBOP, Celebrex] 39,64+29,22
3 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 52,35+31,88
4 [Hochfettdiat, @BOP, Celebrex + Zyflo] 33,04+27,17
5 [Hochfettdiat, BOP, dTherapie] 84,61+£18,33 17,1515,23
6 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex] 32,69+7,72 14,2244 91
7 [Hochfettdiat, BOP, Zyflo] 12,85+3,77 29,9315,27
8 [Hochfettdiat, BOP, Celebrex + Zyflo] 23,57+6,96 22,96+4,94

Tabelle 3.6: TBARS-Konzentration in tumorfreien Pankreasanteilen

Die Konzentrationen von Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen (TBARS), einem
Lipidperoxidationsprodukt, in den tumorfreien Pankreasanteilen der Gruppen 1-4, 6 und 8
(Gr. 1: [35,37+£27,45] nmol/mg; Gr. 2: [39,64%£29,22] nmol/mg; Gr. 3: [52,35%+31,88]
nmol/mg; Gr. 4: [33,04+27,17] nmol/mg; Gr. 6: [32,59+7,72] nmol/mg und Gr. 8:
[23,571+6,96] nmol/mg EiweiB) unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Verglichen
mit den Gruppen 1, 2, 4, 6, 7 und 8 war sie in Gruppe 5 ([84,61£18,33] nmol/mg EiweiB,
p<0,05) erhdht. Andererseits war die TBARS-Konzentration in den tumorfreien
Pankreasanteilen in Gruppe 7 ([12,85+3,77] nmol/mg EiweiB), verglichen mit den Gruppen
5, 6 und 8 (p<0,05), erniedrigt.

Die TBARS-Konzentrationen in den tumorfreien Pankreasanteilen sind in Abbildung 3.9
dargestellt.
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Abbildung 3.9: TBARS-Konzentration in tumorfreien Pankreasanteilen
(Mittelwert * Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

In Pankreaskarzinomen unterschieden sich die TBARS-Konzentrationen zwischen den
Gruppen 5 und 6 (Gr. 5: [17,151£5,23] nmol/mg und Gr. 6: [14,22+4,91] nmol/mg EiweiB)
nicht signifikant voneinander. Verglichen mit Gruppe 6 war sie in Gruppe 8 ([22,9614,94]
nmol/mg EiweiB, p<0,05) erhéht. Die héchste TBARS-Konzentration in allen vier Gruppen
wurde in Gruppe 7 ([29,93+5,27] nmol/mg EiweiB, p<0,05) gefunden.

Die TBARS-Konzentration in Pankreaskarzinomen ist in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: TBARS-Konzentration in Pankreaskarzinomen (Mittelwert + Standardabweichung)
(1-Kontrollgruppe; 2-Celebrex; 3-Zyflo; 4-Kombination aus Celebrex+Zyflo; 5-BOP;
6-BOP+Celebrex; 7-BOP+Zyflo; 8-BOP+Kombination aus Celebrex+Zyflo)

Die TBARS-Aktivitdten in den Pankreaskarzinomen und in den tumorfreien
Pankreasanteilen der Gruppe 8 unterschieden sich nicht signifikant. Andererseits war die
TBARS-Konzentration in den Pankreaskarzinomen in Gruppe 7 (p<0,05) héher und in den
Gruppen 5 und 6 (p<0,05) niedriger als die TBARS-Konzentration in den tumorfreien
Pankreasanteilen (Abbildung 3.9 und Abbildung 3.10) [132].
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4 Diskussion

4.1 Das Hamstermodell und die Effekte von BOP und einer
Hochfetternahrung

Vor allem aufgrund der groBen biologischen und histomorphologischen Vergleichbarkeit
mit dem humanen Pankreaskarzinom ist das Tiermodell des N-Nitrosobis-2-
oxopropylamin-induzierten Pankreaskarzinoms im Syrischen Goldhamster mittlerweile als
das beste Tiermodell fur Untersuchungen der Karzinogenese im Pankreas akzeptiert
[43,71-75,78-80,98,99,126,133]. Dabei werden im Syrischen Goldhamster nach einer
relativ kurzen Latenzzeit von ca. 7 Monaten in nahezu 100% duktale Adenokarzinome des
Pankreas induziert. Der zugrunde liegende Pathomechanismus konnte noch nicht
vollstandig aufgeklart werden. Eine besondere Rolle wird intrapankreatischen
Metabolisierungsprozessen zugeschrieben. Hepatische Metabolisierungen scheinen fir die
Entstehung des Primartumors keine groBe Bedeutung zu haben, da die orale Gabe von
BOP nicht zur Induktion von Pankreaskarzinomen fuhrt [73,74]. Die Metabolisierung von
BOP fuhrt vor allem zu N-Nitroso(2-hydroxypropyl)(2-oxopropyl)amin (HPOP) und zu
einem weit geringeren Teil zu N-Nitrosobis(2-hydroxypropyl)amin (BHP). Dabei scheint
HPOP das weitaus selektivere Pankreaskarzinogen darzustellen, da BHP gleichzeitig in
vielen anderen Organen Tumoren induziert. Da die Nitrosamine N-Nitroso(2-
acetoxypropyl)amin (BAP) und  N-Nitroso-2,6-dimethylmorpholin  (NDMM) zu BHP
metabolisiert werden, sind diese ebenso wenig selektiv [74]. Metabolisiert werden
Nitrosamine wie BOP wahrscheinlich unter anderem durch das Cytochrom P-450-System,
wobei es zur Bildung einer Reihe von radikalischen und nichtradikalischen
Sauerstoffspezies kommt, welche oxidativen Stress bedeuten [74].

Durch die vorgenommene didtetische Modifikation mit der Erhéhung des Rohfettanteils auf
21,4%, wobei Linolsdure 11% und Linolensdure 2% des Futters ausmachen, 1asst sich die

Inzidenz pankreatischer Tumore auf 100% und die Lebermetastasierungsrate auf bis zu
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90% steigern [80,81]. Dafiir verantwortliche Pathomechanismen sind unter anderem die
veranderten Metabolisierungen der Sauerstoffradikale [80]. Die Beeinflussung dieser
Pathomechanismen zum Beispiel durch Gabe antioxidativer Vitamine flhrte zu
verminderter Inzidenz von Primartumoren und zu einer verminderten Lebermetastasierung
[97]. Zwischen der Metabolisierung von Sauerstoffradikalen und der Eikosanoidsynthese
werden starke Verbindungen vermutet, die teilweise nachgewiesen worden sind [134].
Eikosanoide scheinen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese und in der Metastasierung
zu spielen [120,135-138]. Protektive und therapeutische Effekte der Inhibition der
Eikosanoidsynthese konnten sowohl in vitro als auch in vivo, in soliden Tiermodellen und
auch in humanen Malignomen gezeigt werden [112,113,116,139]. Dementsprechend
wurde die Wirkung der selektiven Hemmung der Cyclooxygenase-2 (COX-2), der
Lipoxygenase-5 (LOX-5) und der kombinierten Inhibition beider Enzyme auf die
Tumorprogression des chemisch induzierten soliden duktalen Adenokarzinoms des

Pankreas und die pankreatische Lipidperoxidation im Syrischen Goldhamster untersucht.

4.2 Die Inhibition der Cyclooxygenase-2 und der Lipoxygenase-5

Unter Standardbedingungen ohne Tumorinduktion konnte im Pankreas nach Applikation
von Celebrex (COX-2-Hemmer) und/oder Zyflo (LOX-5-Hemmer) keine Veradnderung der
Aktivitat der antioxidativen Schutzenzyme GSHPX und SOD gefunden werden. Auch die
Konzentration der TBARS als Parameter der Lipidperoxidation blieb unverandert. Diese
Ergebnisse bestatigen Erkenntnisse aus friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe
[80,81].

In den Tumorgruppen hatte die Therapie mit dem hoch selektiven COX-2-Hemmer
Celebrex keinen Einfluss auf die Inzidenz oder die GréBe makroskopisch sichtbarer
Pankreaskarzinome. Im Gegensatz dazu fiihrte sowohl die Therapie mit dem selektiven
LOX-5-Hemmer Zyflo als auch die Kombinationstherapie aus Zyflo und Celebrex zu einer
deutlichen Reduktion der Inzidenz makroskopischer Pankreaskarzinome und auBerdem zu
einer signifikanten Reduktion ihrer Gr6Be. Beide Therapieschemata erhdhten die Aktivitat

der antioxidativen Schutzenzyme GSHPX und SOD im tumorfreien Gewebe, die alleinige

58



Therapie mit Zyflo erniedrigte auBerdem signifikant die Konzentration der TBARS im
tumorfreien Gewebe. In den Pankreaskarzinomen erhdhten beide Therapieformen die
GSHPX-Aktivitdt. Andererseits war eine Reduktion der Aktivitit der SOD im
Pankreaskarzinomgewebe zu finden, die allerdings statistisch nicht signifikant war. Die
Konzentration der TBARS im Tumorgewebe war in beiden Therapieformen erhéht.

Es scheint, dass sowohl die alleinige Therapie mit Zyflo als auch die Kombinationstherapie
aus Zyflo und Celebrex die Aktivitdt der antioxidativen Enzyme in tumorfreien Geweben
verstarkt und damit diese Gewebe vor den gefahrlichen Effekten der Hochfettdiat und der
mit BOP verbundenen Lipidperoxidation geschitzt haben. Dies kdnnte die tumorfreien
Gewebe vor der Tumorgenese geschitzt haben.

AuBerdem war im pankreatischen Tumorgewebe nur die Aktivitdt der GSHPX erhdht,
wahrend die SOD tendenziell eine verminderte Aktivitat zeigte. Die alleinige Erhdhung der
GSHPX Aktivitat kann das Tumorgewebe jedoch nicht vor der Lipidperoxidation schitzen.
Es wirde eher eine Erhéhung der Lipidperoxidation erwartet werden, da ein
ausgewogenes Gleichgewicht der verschiedenen Komponenten des antioxidativen
Systems fir den Schutz vor Lipidperoxidation weitaus wichtiger ist, als die alleinige
Erhdhung der Aktivitat eines einzelnen Schutzenzyms [140,141]. Die SOD katalysiert in
einem ersten Schritt die Umwandlung von Oy in H2O,. Daraufhin kann die GSHPX die

Umwandlung von H2O,in H,O katalysieren (Abbildung 4.1).

_ . SOD
2 02 +2H —_—> H202
GSHPX
HO,+2GSH — 2 H;0+ GSSG

Abbildung 4.1: Die antioxidativen Schutzenzyme SOD und GSHPX
(GSH - reduziertes Glutathion, GSSG — oxidiertes Glutathion)

Wenn durch ein Ungleichgewicht der antioxidativen Schutzenzyme die GSHPX Uberwiegt,
kommt es zur Ansammlung von toxischen Sauerstoffradikalen. Wenn andererseits die

SOD/GSHPX-Ratio in Richtung SOD verschoben ist, sammelt sich H,O, an, welches
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wiederum reaktive Sauerstoffspezies wie OH- generieren kann. Kleine Abweichungen von
der physiologischen Ratio SOD/GSHPX kénnen damit enorme Veranderungen der
Widerstandsfahigkeit von Zellen gegenliber oxidativem Stress und daraus folgende DNA-
Schéaden bis hin zu Zelltod auslésen [140,141].

AuBerdem fUhrten sowohl die Therapie mit Zyflo als auch die Kombinationstherapie zu
einer Erhéhung der Konzentration der TBARS in den Tumorgeweben. Diese Erhéhung der
Lipidperoxidation in den Pankreaskarzinomen fluhrt wahrscheinlich zu Membranschaden
der Tumorzellen, welche wiederum zu Verlusten der Zellintegritat und zum konsekutiven
Tod der Tumorzellen flhren.

Cyclooxygenase und Lipoxygenase katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen mit freien
Radikalen [134]. Einige Studien zeigen eine verminderte Synthese von Prostaglandinen
und Leukotrienen nach Gabe antioxidativer Vitamine [142-144]. Ding et al. wiesen nach
Inhibition der Lipoxygenase eine Induktion von Apoptose in den pankreatischen
Tumorzelllinien nach [124]. Dieselbe Gruppe zeigte auBerdem eine Proliferationshemmung
der Pankreastumorzellen in-vitro nach Inhibition der Lipoxygenase [124]. Diese Ergebnisse
konnten in dieser Studie in einem soliden Tiermodell bestatigt werden [132].

Im Gegensatz zu Ding et al. sowie Furukawa et al. wurde kein Effekt der COX-2-Inhibition
auf das Tumorwachstum des Pankreaskarzinoms gefunden [124,145]. Dabei sind jedoch
enorme methodische Unterschiede zu beachten. Furukawa et al. gaben nur 4 Wochen
subkutane Injektionen von BOP, wahrend in der vorliegenden Arbeit Pankreastumore Uber
einen Zeitraum von 16 Wochen induziert wurden. AuBerdem wurden weder in der
aktuellen, noch in den vorangegangenen Studien [80,81] weitere Tumoren in Nieren oder
Lungen gefunden, was mdéglicherweise durch den hohen Standard des verwendeten
Induktors BOP erklart werden kann. Es wurde wahrend der Studie zudem eine Hochfettdiat
gegeben, die zu einer weitaus hbéheren Inzidenz von Pankreastumoren, sowie in weiteren
Studien zu humanen Pankreastumoren entsprechenden Lebermetastasierungsraten fihrte.
Dementsprechend scheint das Modell von Furukawa et al. in mehreren wichtigen Punkten
von unserem etablierten Modell duktaler Pankreaskarzinome im Syrischen Goldhamster
abzuweichen [145].

Auch Schuller et al. berichteten von einem protektiven Effekt des Cyclooxygenaseinhibitors
Ibuprofen und des FLAP-Inhibitors MK886, wobei Ibuprofen die COX-1 und COX-2, der
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FLAP-Inhibitor MK886 die Leukotriensynthese Uber das LOX-5-aktivierende Protein
hemmen [146]. Schuller et al. induzierten die Pankreastumore jedoch (ber eine
transplazentare Gabe von NNK (Tabakkarzinogen) und Ethanol und sind damit mit
unserem Modell kaum vergleichbar. Dennoch ist ihr Modell im Hinblick auf die
atiologischen Faktoren der humanen Pankreaskarzinome interessant. Schuller et al.
postulierten aufgrund der deutlichen Uberexpression von den Arachidonsaure-
metabolisierenden Enzymen COX-2 und LOX-5 eine herausragende Rolle der
Arachidonsaurekaskade im Hinblick auf die Karzinogenese. Sie vermuteten Modulationen
in der Postinitiationsphase in Bezug auf Mitogenese und/oder Apoptose als mdgliche
Signalwege [146].

Tong, Ding und Adrian et al. untersuchten die Hemmung der Arachidonsaure-
metabolisierung durch Inhibition der LOX-5 in vivo und in vitro und postulierten, dass die
Apoptose eher Uber mitochondriale und nicht Uber death receptor (Todesrezeptor)
vermittelte Signalwege induziert wird [147]. Dabei fanden sie in diversen Experimenten
nach LOX-Inhibition eine verminderte Expression der antiapoptotisch wirkenden Proteine
Bcl-2 und Mcl-1, eine erhdhte Expression des proapoptotisch wirkenden Proteins bax,
auBerdem als Hinweis auf apoptosevermittelte Permeabilitatsstérungen eine erhdhte
Verschiebung des mitochondrialen Cytochrom C ins Zytosol sowie eine Aktivierung der
Proteasen Caspase 9, 7 und 3 [147]. Die vor allem bei death receptor vermittelter
Apoptose aktivierte Caspase 8 blieb unveréndert, was ihre These einer mitochondrial
vermittelten Apoptoseinduktion durch LOX-Inhibition weiter erhartete [147].

Der genaue Pathomechanismus zwischen Eikosanoidsynthese und oxidativem Stress bzw.
Lipidperoxidation ist noch nicht véllig aufgeklart. Die fehlende Wirkung der selektiven COX-
2-Inhibition  lasst weitere Fragen offen. Zum besseren Verstdndnis der
Metabolisierungswege und deren Inhibitionsméglichkeiten ist die Arachidonsaurekaskade
in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2: Die Arachidonséurekaskade und deren Inhibitionsméglichkeiten

Es ist wohl bekannt, dass die Hemmung eines Metabolisierungsweges der
Eikosanoidsynthese zur vermehrten Umwandlung in den anderen Weg fuhren kann
[108,112,148]. In Bezug auf die vorliegende Studie kdénnte dies bedeuten, dass die
Therapie mit dem selektiven LOX-5-Hemmer Zyflo zu einer erh6hten COX-2-Aktivitat mit
vermehrter Produktion von PG fihrte und so das Tumorwachstum vermindert wurde. Die
Kombination der beiden Metabolisierungswege zeigte in Bezug auf das Tumorwachstum
die selbe Wirkung wie die alleinige LOX-5-Inhibition. Weder synergistische, additive oder
antagonistische Effekte konnten festgestellt werden. Zurzeit kdnnen diese Phanomene
nicht erklart werden. Da die Tumorinduktion durch subkutane Injektion von BOP in den
Wochen 1-16 und die Therapie mit Celebrex und/oder Zyflo in den Wochen 17-33
durchgefuhrt wurde, scheint die Inhibition der Tumorprogression nicht auf Veranderungen
im BOP Metabolismus zu beruhen. Unseren Ergebnissen entsprechend, verminderte nach
Gabe von BOP die Therapie mit Celebrex und/oder Zyflo die Lipidperoxidation im
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tumorfreien Gewebe und erhdhte die Therapie mit Zyflo die Lipidperoxidation im
pankreatischen Tumorgewebe. AuBerdem war die Aktivitdt der antioxidativen
Schutzenzyme im tumorfreien Gewebe erhéht. Daraus folgend kénnte der Schutz vor
freien Radikalen die Tumorprogression unterdriickt bzw. vermindert haben.

Weitere Studien mussen zeigen, ob die fehlende Wirkung der selektiven COX-2-Inhibition
auf der Dosierung beruht. Zur Zeit zahlen zu den klinischen Indikationen von Celebrex
(Celecoxib) die Behandlung von Symptomen bei Reizzustdnden degenerativer
Gelenkerkrankungen (aktivierte Arthrosen), chronischer Polyarthritis (rheumatoide
Arthritis), ankylosierender Spondylitis, starke Schmerzen Erwachsener, priméare
Dysmenorrhoe und noch in Forschung zusétzlich zur Basisversorgung von Patienten mit
familidrer adenomatdser Polyposis coli (FAP). In Bezug auf Karzinogenese-Inhibition
fehlen in der Literatur ausreichende Ergebnisse aus Dosisfindungsstudien. AuBerdem
muss man unter dem Gesichtspunkt der Nutzen-Risiko-Abwagung auf die erheblichen
Nebenwirkungen hinweisen. Eine placebokontrollierte Langzeitstudie, welche den Einfluss
von VIOXX (Rofecoxib) auf die Kolonkarzinomgenese bei Patienten mit sporadischen
adenomatdésen Polypen untersuchte, wurde aufgrund einer erhéhten Anzahl
kardiovaskularer Ereignisse, insbesondere Herzinfarkte im Vergleich zu Placebo
abgebrochen. Daher sollten Patienten mit erheblichen Risikofaktoren fir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse und peripherer arterieller Verschlusskrankheit (z.B. Rauchen,
Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Hyperlipidamie) nur nach sorgfaltiger Nutzen-Risiko-
Abwéagung mit Celebrex behandelt werden und wenn, dann nur in der niedrigsten
wirksamen Dosis Uber den kirzest moglichen Zeitraum, da das kardiovaskulare Risiko mit
der Dosis und Behandlungsdauer (Informationen laut Herstellerangaben und FDA)
ansteigen kann [149].

Ein weiterer Erkl&rungsansatz fir die fehlende Wirkung der selektiven COX-2-Inhibition
berlcksichtigt, dass die Hemmung des einen Metabolisierungsweges der
Eikosanoidsynthese zur vermehrten Umwandlung Uber die LOX-5 und damit zu einer
erhdhten Leukotriensynthese fuhrt [150]. In Anbetracht der anti-apoptotischen, wachstums-
und Uberlebensférdernden Wirkung von Leukotrienen und unter Berlcksichtigung aktueller
Studien zu fortgeschrittenen Pankreaskarzinomen erscheint eine gleichzeitige Gabe von

Zyflo und COX-Inhibitoren sinnvoll. Eine solche Kombination hat bei der Behandlung von
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Lebermetastasen bemerkenswerte Erfolge erzielt [151]. In einer unserer Studien
verminderte die kombinierte Therapie von Celebrex und Zyflo signifikant die Inzidenz, die
Anzahl und die GréBe der Lebermetastasen [151]. Dementsprechend ist die kombinierte
Therapie mit COX-2- und LOX-5-Inhibitoren als adjuvante Therapie bei fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom zu erwagen.

Weiterhin sollte auBerdem die Verbindung zwischen oxidativem Stress, Lipidperoxidation
und Eikosanoidsynthese untersucht werden. Die selektive Inhibition  der
Eikosanoidsynthese ist ein neuer viel versprechender Ansatz in der Therapie des
Pankreaskarzinoms.

4.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie gelang im Tiermodell der Nachweis, dass sowohl eine Therapie
mit LOX-5-Inhibitoren allein, als auch in Kombination mit COX-2-Inhibitoren zu einer
signifikanten Verminderung der Inzidenz und der GréBe des N-Nitrosobis-2-oxopropylamin-
induzierten duktalen Adenokarzinoms des Pankreas im Syrischen Hamster flihrten. Sowohl
die Therapie mit dem selektiven LOX-5-Hemmer Zyflo als auch die Kombinationstherapie
aus Zyflo und dem hoch selektiven COX-2-Hemmer Celebrex flhrten in den
Tumorgruppen zu einer deutlichen Reduktion der Inzidenz makroskopischer
Pankreaskarzinome und auBerdem zu einer signifikanten Reduktion ihrer GréBe. Im
Gegensatz dazu hatte die Therapie mit Celebrex in den Tumorgruppen keinen Einfluss auf
die Inzidenz oder GréBe makroskopisch sichtbarer Pankreaskarzinome. Daher erscheinen
weitere Studien, vor allem mit héheren als den bisher verwendeten Dosen sinnvoll. Hierbei
sollten auBerdem die Prognose des Pankreaskarzinoms bestimmende Faktoren, wie u. a.
die Inzidenz, der Entstehungszeitpunkt, die GréBe und das Verhalten von Metastasen, v. a.
Lebermetastasen als Zielkriterien gewahlt werden.

Da die gesteigerte Inzidenz und GréBe der Pankreastumore im hier verwendeten
Tiermodell unter der Hochfettdiat mit einer erhdhten Lipidperoxidation vergesellschaftet ist
und flr viele andere Tumorentitdten ebenfalls wachstums-, invasions- und

metastasierungsférdernde Effekte einer Hochfetterndhrung bekannt sind, sollte der
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Einfluss der Lipidperoxidation auch bei diesen Tumorarten geprift werden
[66,77,98,99,105,152].

Der exakte Pathomechanismus zwischen Lipidperoxidation, oxidativem Stress und
Eikosanoidsynthese ist noch nicht geklart. In weiteren Studien wird unsere Arbeitsgruppe
versuchen, die vorliegenden Ergebnisse mit Untersuchungen der Konzentrationen von
Produkten der Eikosanoidsynthese zu verknUpfen und damit deren Zusammenhang und
madgliche therapeutische Ansatzpunkte verstandlicher zu machen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Einleitung

Zum Zeitpunkt der Diagnose eines Pankreaskarzinoms befindet sich ein GroBteil der
Patienten bereits in einem fortgeschrittenen Tumorstadium. Damit ist die kurative
Resektion nur in 20 - 30 % der Félle méglich. Selbst nach radikaler Resektion ist ein
lokales Rezidiv haufig. Dementsprechend werden dringend neue Therapiestrategien
bendtigt. Epidemiologische und experimentelle Studien heben die Bedeutung von freien
Radikalen und der Eikosanoidsynthese fir die Karzinogenese hervor. Die selektive
Inhibition der Eikosanoidsynthese ist dabei ein viel versprechender Therapieansatz. Neben
direkten Einflissen auf die Tumorgenese durch die Senkung der Eikosanoidspiegel
werden indirekte Einflisse wie die Sauerstoffradikalbildung und die Lipidperoxidation
diskutiert. Die vorliegende Studie wurde zur Untersuchung der Wirkung einer selektiven
Cyclooxygenase-2-Inhibition durch Celebrex (Celecoxib), einer selektiven Lipoxygenase-
5-Inhibition durch Zyflo (Zileuton) und der gleichzeitigen Inhibition beider Enzyme durch die
Kombination von Celebrex und Zyflo auf Tumorwachstum und Lipidperoxidation am Modell
des chemisch induzierten duktalen Pankreaskarzinoms des Syrischen Goldhamsters
durchgefihrt.

5.2 Material und Methoden

120 mannliche 8 Wochen alte Syrische Goldhamster wurden in 8 Gruppen (Gr.)
randomisiert (n=15): Gr. 1: @ BOP, @ Therapie; Gr. 2: & BOP, Celebrex; Gr. 3: & BOP,
Zyflo; Gr. 4: @ BOP, Celebrex und Zyflo; Gr. 5: BOP, & Therapie; Gr. 6: BOP, Celebrex;
Gr. 7: BOP, Zyflo; Gr. 8: BOP, Celebrex und Zyflo. Uber den gesamten Versuchszeitraum
erhielten die Hamster eine Hochfettdiat (Rohfettanteil 21,4%). Im 16-wéchigen
Induktionszeitraum erhielten die Gr. 5, 6, 7 und 8 10mg/kg Kérpergewicht/Woche N-
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Nitrosobis-2-oxopropylamin (BOP) injiziert, wahrend den Gr. 1, 2, 3 und 4 0,9%ige NaCl-
Lésung injiziert wurde. In der sich anschlieBenden 12-wdchigen Therapiephase erhielten
die Gr. 1 und 5 keine Therapie, die Gr. 2 und 6 p. 0. 7mg Celebrex téglich, die Gr. 3 und 7
p. 0. 28mg Zyflo taglich und die Gr. 4 und 8 p. 0. 7mg Celebrex und 28mg Zyflo taglich. In
der 33. Woche wurden die Tiere getdtet und die Anzahl von Tumoren pro Tier sowie die
GréBe der Pankreaskarzinome festgestellt. In tumorfreien Pankreasanteilen und in
Pankreaskarzinomen wurden die Aktivitdten der Superoxiddismutase (SOD) und der
Glutathionperoxidase (GSHPX) sowie die Konzentration von Lipidperoxidationsprodukten
(TBARS, Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen) bestimmt.

5.3 Ergebnisse

In den tumorfreien Kontrollgruppen fanden sich keine Unterschiede bezlglich der
Aktivitaten der antioxidativen Enzyme oder der Konzentration der
Lipidperoxidationsprodukte (TBARS) nach der Therapie mit Celebrex, Zyflo oder Celebrex
und Zyflo.

Die alleinige Therapie mit Celebrex ergab keine signifikante Verédnderung von Inzidenz
oder GroBe der makroskopisch sichtbaren Pankreaskarzinome.

Die Inzidenz und die GrdBe der makroskopischen Pankreaskarzinome waren sowohl durch
die alleinige Therapie mit Zyflo, als auch durch die kombinierte Therapie mit Zyflo und
Celebrex erniedrigt. Die Aktivititen der antioxidativen Enzyme waren erhéht und die
Konzentration der Lipidperoxidationsprodukie in den tumorfreien Pankreasanteilen
erniedrigt. Demgegeniber war die Lipidperoxidation in den Pankreastumoren erhéht.

5.4 Diskussion und Schlussfolgerung

Sowohl nach der selektiven Lipoxygenase-5-Inhibition durch Zyflo (Zileuton) als auch nach
der kombinierten Cyclooxygenase-2-Inhibition und Lipoxygenase-5-Inhibition (durch
Celebrex + Zyflo) wurde eine inhibierende Wirkung auf die Inzidenz und das Wachstum
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des BOP-induzierten duktalen Adenokarzinoms des Pankreas im Syrischen Hamster
beobachtet. Zyflo allein und in Kombination mit Celebrex flhrte zu einer Erniedrigung der
Lipidperoxidation in tumorfreien Pankreasanteilen und zu einem Anstieg der
Lipidperoxidation in den Pankreastumoren. Uber diese beiden Mechanismen fiihren die
selektive Lipoxygenase-5-Inhibition sowie die kombinierte Cyclooxygenase-2- und
Lipoxygenase-5-Inhibition méglicherweise durch den Schutz vor freien Radikalen zu einer
Inhibition von Inzidenz und Wachstum der Pankreastumoren. Die antioxidativen
Schutzmechanismen scheinen gestarkt und damit die tumorfreien Pankreasanteile
effektiver gegen Radikale und die BOP-vermittelte Lipidperoxidation geschitzt. In den
tumorbefallenen Pankreasanteilen war die Aktivitdt der GSHPX zwar erhéht und die
Aktivitdt der SOD eher erniedrigt, jedoch ist eine ausbalancierte Ratio der Schutzenzyme
wichtiger als der isolierte Anstieg einer der Komponenten des antioxidativen Systems.
Dementsprechend flhrten dort die Therapie mit Zyflo und die Kombinationstherapie zu
erhéhten TBARS-Spiegeln. Die hohen Spiegel der Lipidperoxidationsprodukte kénnen zu
Membranschaden der Tumorzellen und damit zum Verlust der Zellintegritdt mit daraus
folgendem Tod der Tumorzellen geflhrt haben. Erstaunlicherweise wurden im Vergleich
zur alleinigen Therapie mit Zyflo bei der kombinierten Therapie weder synergistische noch
antagonistische Effekte beobachtet. Derzeit fehlen plausible Erklarungen fir dieses
Phanomen.

Die Therapie mit Celebrex zeigte keinen Einfluss auf die Inzidenz oder GréBe
makroskopisch sichtbarer Pankreaskarzinome.

In weiteren Studien muss untersucht werden, ob die fehlende Wirkung der selektiven
Cyclooxygenase-2-Inhibition dosisabhangig ist, oder ob sie Uber Shunts in andere
Metabolisierungswege verursacht wurde. AuBerdem werden wir versuchen, die erhaltenen
Ergebnisse mit Untersuchungen der Konzentrationen von Eikosanoidsyntheseprodukten zu
verknipfen und damit den Pathomechanismus zwischen oxidativem Stress,
Lipidperoxidation und Eikosanoidsynthese sowie mdgliche therapeutische Ansatzpunkte
durch Inhibition dieser aufzuklaren.

Weitere Experimente sollten die Prognose des Pankreaskarzinoms bestimmende
Faktoren, wie z.B. die Inzidenz, den Entstehungszeitpunkt, die Gr6Be und das Verhalten

von Metastasen, v. a. von Lebermetastasen, untersuchen.
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Da im verwendeten Tiermodell unter der Hochfettdiat die erhéhte Lipidperoxidation eine
gesteigerte Inzidenz und GréBe der Pankreastumore hervorrief und flr viele andere
Tumorentitdten ebenfalls wachstums-, invasions- und metastasierungsférdernde Effekte
einer Hochfetternahrung bekannt sind, sollte der Einfluss der Lipidperoxidation auch bei
diesen Tumorarten geprift werden. Mdoglicherweise liegt in der selektiven Inhibition der
Eikosanoidsynthese ein viel versprechender Ansatz der Tumortherapie auch anderer
Karzinome.
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