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Zusammenfassung

Feinstaub (PM, particulate matter) stellt eine heterogene Fraktion des Schwebestaubs dar und
kann sowohl natiirlichen Ursprungs als auch anthropogen verursacht sein. Von medizinischer
Relevanz ist Feinstaub vor allem, wenn seine Grof3e eine Penetration der menschlichen Lunge
zuldsst. PM mit aerodynamischem Durchmesser < 10 um (PM)) ist hierzu in der Lage.
Sowohl Langzeit- als auch Kurzzeitwirkungen von Luftverschmutzung durch Feinstaub sind
mit der Inzidenz von Erkrankungen nahezu aller Organsysteme positiv korreliert worden.
Mechanistische Studien liegen vor allem zum Endpunkt Atemwegserkrankungen vor. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass PM einen Risikofaktor fiir vendse Thromboembolien (VTE)
darstellt und eine proinflammatorische Zytokinantwort induziert. Das Pankreaskarzinom
(Adenokarzinom des Pankreas) ist eine Krebserkrankung mit vergleichsweise schlechter
Prognose und liegt bezogen auf alle Krebssterbefille in Deutschland an vierter Stelle. Das

Pankreaskarzinom ist als besonders thrombogene Tumorerkrankung beschrieben worden.

Ausgehend von der pathophysiologischen Bedeutung zytokinvermittelter Inflammation fiir
die Hdmostase und der proinflammatorischen Wirkung von PM;,, wurde in der vorliegenden
Arbeit Heparinblut von Patienten mit Pankreaskarzinom mit hohem Risiko fiir VTE und
Heparinblut einer gesunden Kontrollgruppe untersucht. Die Blutproben wurden in vitro mit
einer PMo-Suspension stimuliert und die proinflammatorische Zytokinantwort sowie die

Konzentration von Gerinnungsfaktoren gemessen.

Die Messung der proinflammatorischen Zytokine ergab, dass nach 4h Stimulation mit PM;o-
Suspension die Konzentration der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) im
Heparinblut von Pankreaskarzinompatienten signifikant hoher war als im Heparinblut der
gesunden Kontrollgruppe. Die Ergebnisse der Zytokinmessung nach 20-stiindiger Inkubation
mit PM;o-Suspension demonstrierten, dass nach diesem ldngeren Zeitraum die Menge an 1L-6
in beiden Gruppen massiv anstieg und sich anndherte, da der Anstieg in der Gruppe der
gesunden Probanden deutlich stirker war. Die Messungen der T-Zellzytokine nach 20 h
Stimulation mit PM.Suspension ergaben fiir Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-gamma
(IFN-gamma) insgesamt sehr niedrige Zytokinkonzentrationen. Die Messung der
Gerinnungsfaktoren nach 4h Stimulation zeigte, dass sowohl Antithrombin als auch
Prothrombin auf Stimulation mit PMjo-Suspension keine Verdnderung zeigten, in der
unbehandelten Kontrolle in Patienten mit Pankreaskarzinom jedoch signifikant hoéher

vorlagen als in der Gruppe der gesunden Probanden. Faktor XIII oder Fibrin stabilizing factor
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XIII war in der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten nach Stimulation mit PMo-

Suspension statistisch signifikant reduziert im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Zusammenfassend  zeigt diese  Arbeit, dass PMj;y im  Heparinblut von
Pankreaskarzinompatienten stirker proinflammatorisch ist als in der gesunden
Kontrollgruppe. Es wurden in dieser Studie erstmals IL-6, IL-8 und der Gerinnungsfaktor
XIII zusammen als PM;g-sensible Parameter identifiziert. Patienten mit Pankreaskarzinom
wurden in dieser Arbeit erstmals als moglicherweise besonders vulnerable

Bevolkerungsgruppe fiir VTE im Zusammenhang mit der Umweltnoxe PM; charakterisiert.
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Summary

Particulate matter (PM) is a heterogeneous mixture of suspended small airborne particles and
can be of natural or anthropogenic origin. Particulate matter is of medical relevance in
particular, if its size allows penetration into the human lung. PM with an aerodynamic
diameter of < 10 um (PM,) is capable of doing this. Both long-term and short-term effects of
air pollution due to particulate matter have been positively correlated with the incidence of
diseases in virtually all organ systems. It has been shown that PM is a risk factor for venous
thromboembolism (VTE) and induces a pro-inflammatory cytokine response. Pancreatic
carcinoma (adenocarcinoma of the pancreas) has been described as a particularly

thrombogenic tumor disease.

Based on the pathophysiological significance of cytokine-mediated inflammation for
hemostasis and the pro-inflammatory effect of PM,y, the present study examined heparin
blood of patients with pancreatic cancer at a high risk for VTE and heparin blood of a healthy
control group. The blood samples were stimulated in vitro with a PM;( suspension, and both
the pro-inflammatory cytokine response as well as the concentration of blood coagulation

factors were measured.

The measurement of pro-inflammatory cytokines showed that after 4h stimulation with PM;
suspension the concentration of cytokines interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) in the
heparin blood of pancreatic cancer patients was significantly higher than in the heparin blood
of the healthy control group. The results of the cytokine measurement after 20 h incubation
with PM, suspension demonstrated that after this longer incubation period the amount of IL-
6 in both groups increased massively and converged since the increase was significantly
higher in the healthy group. The measurement of coagulation factors after 4h stimulation
revealed that both antithrombin and prothrombin showed no change on stimulation with PM;¢
suspension. However, they were significantly higher in the untreated control group of
pancreatic cancer patients compared to the untreated healthy controls. Factor XIII or fibrin
stabilizing factor XIII, was however statistically significantly lower in the group of pancreatic

cancer patients after stimulation with PM;, suspension compared to the healthy control group.

In summary, this work shows that PM;y is more pro-inflammatory in the heparin blood of
pancreatic cancer patients than in the healthy control group. In this study for the first time IL-
6, IL-8 and coagulation factor XIII were identified together as PMy-sensitive parameters. For
the first time, patients with pancreatic carcinoma were identified as a population group

potentially particularly vulnerable to the environmental pollutant PM,.
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1. Einfithrung

1.1 Himostase

Der physiologische Vorgang der Blutstillung wird Himostase genannt und besteht aus einem
delikaten Gleichgewicht aus einerseits Fibrinbildung und andererseits Fibrinolyse unter
Einbeziehung von Thrombozyten. Ziel ist die genau orchestrierte Thrombusbildung und —

aufldsung.

Es wird eine primire und sekundire Phase unterschieden. Bei einer Verletzung des Endothels
kommt es zur Freisetzung von ADP, Polyphosphaten und Calcium. Nachfolgend erfolgt die
Plattchenadhdsion am Ort der Léision vermittelt durch den von-Willebrand-Faktor, einer Art
Adaptorprotein, welches Thrombozyten mit der GefiBwand verbinden kann. ADP vermittelt
u. a. die blutungsbegrenzende Vasokonstriktion. Nach dieser primédren Phase unter
Ausbildung eines weillen Plittchenthrombus fiihrt die parallel ablaufende Aktivierung der
plasmatischen Gerinnungskaskade (sekundédre Phase) im Endergebnis zur Vernetzung von
Fibrinmolekiilen (Abbildung 1). Hierbei entsteht ein stabiler Thrombus aus Erythrozyten und
Thrombozyten, der den Endotheldefekt abdeckt (heroldVersteeg, Heemskerk et al. 2013).

Die sekundire Phase kann in einen extrinsischen und intrinsischen Teil unterteilt werden, der
eine gemeinsame Endstrecke hat. In beiden Fiéllen kommt es zur konsekutiven,
proteolytischen Spaltung von Plasmaproteinen (Gerinnungsfaktoren), die letztlich die
Serinprotease Thrombin aktivieren. Thrombin wiederum aktiviert das Vorldufermolekiil von
Fibrin und ermoglicht so dessen Ausfillung und Polymerisation. Eine adédquate
Thrombusstabilitit wird u. a. durch Quervernetzung von Fibrinmolekiilen durch Faktor XIII

sichergestellt.
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Abbildung 1:  Plasmatische Gerinnungskaskade und primire Himostase
Modifiziert nach (Versteeg, Heemskerk et al. 2013). Nach erfolgter Endothelschddigung und
primérer Himostase mit Ausbildung eines Abscheidungsthrombus kommt es zur Interaktion
des Tissuefaktors (TF) und Faktor VIla, die den extrinsischen Pfad darstellen. Im Rahmen des
kaskadenformigen Verlaufs iiber Faktor Xa wird Prothrombin zu Thrombin (Faktor Ila)
gespalten. Dies initiiert den intrinsischen Pfad, der von Faktor XIla ausgeht und in
Anwesenheit von thrombozytiren Polyphosphaten (Poly P) den Tenasekomplex (Faktor Va-
Xa) aktiviert. Dieser katalysiert die Aktivierung von Thrombin maBigeblich. Das Endprodukt
sind quervernetzte Fibrinmolekiile, die als Matrix fiir weitere zelluldre Thrombusbestandteile
dienen.

Da auch ohne gefiaBBschiddigende Noxen im Korper permanent Fibrin gebildet und wieder
abgebaut wird, konnen Blutungen oder vendse Thromboembolien (VTE) nur durch die
addquate, stindige Interaktion von Aktivatoren und Inhibitoren der Gerinnung verhindert
werden (Abbildung 2). Eine wichtige Rolle spielen hier die Protease-Inhibitoren
Antithrombin und Tissue factor pathway inhibitor TFPI sowie die Enzyme Protein C mit dem
Co-faktor Protein S (Versteeg, Heemskerk et al. (2013). Die zentrale Wichtigkeit dieser
Enzyme wird deutlich in der Pathologie der hiufigsten hereditiren Thrombophilie, der
Faktor-V-Leiden-Mutation. Hier bewirkt eine Mutation im Gerinnungsfaktor V, dass das

aktivierte Protein C (APC) seine inaktivierende Wirkung auf Faktor Va nicht ausiiben kann

(Rosendaal and Reitsma (2009).

Die Auflosung bestehender Thromben nach erfolgter Heilung eines Gefal3defekts wird durch

Fibrinolyse-Aktivatoren wie Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA) initiiert, welches
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Plasminogen zu Plasmin aktiviert (Verstracte and Collen (1986). Plasmin ist auch bei der

therapeutischen Lysetherapie ein zentrales Zielmolekiil von rtPA/Alteplase.

Abbildung 2:  Negatives Feedback in der Gerinnungskaskade
(Modifiziert nach (Versteeg, Heemskerk et al. 2013): Der Tissue-faktor-Protein-Inhibitor
(TFPI) hemmt die Kaskade durch Bindung an den TF-FVIla-FXa-Komplex. Bei ausreichend
gebildeter Menge an Thrombin (I1a) bindet dieses an zellstdndiges Thrombomodulin und kann
so mit dem Protein C- EPCR (Endothelialer Protein C-Rezeptor) interagieren. Das hierdurch
aktivierte Protein C (APC) inhibiert zusammen mit dem Co-faktor Protein S u. a. den Tenase-
Komplex (Xa-Va-Komplex). Antithrombin (AT) iibt ebenfalls eine hemmende Wirkung auf
Thrombin aus, indem es dieses sowohl indirekt als auch direkt hemmt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine funktionierende Héamostase verletzte
BlutgefdBBe abdichtet, ohne die Viskositdt und Fluiditdit auf systemischer Ebene zu
beeintrdchtigen. Sie ist auBerdem in der Lage, Thromben nach Wiederherstellung der
Gewebsintegritdt lokal und zielgerichtet aufzulésen, ohne Blutungen zu verursachen. Eine

Storung dieses Gleichgewichts kann zu sowohl arteriellen als auch vendsen

Thromboembolien oder Blutungsereignissen fiihren.

1.2 Inflammation und Hamostase

Entziindung und Gerinnung sind zwei physiologische Vorgidnge, die eng miteinander
verbunden und reziprok verschaltet sind (O'Brien 2012). Am Pathomechanismus einer
systemischen Entziindungsreaktion mit ihrer die Hamostase betreffenden Exazerbation, der
Verbrauchskoagulopathie (DIC), wird deutlich wie unmittelbar die Wechselwirkungen sind.
Dieser multifaktorielle, systemische Prozess ist einerseits iiber die zytokingetriggerte

Produktion von Faktor VII (Levi, van der Poll et al. 2006) und die Prothrombinase-
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aktivierenden Effekte bakterieller Toxine vermittelt. Andererseits spielt die Hemmung von
Protein C durch Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) (Esmon 2008) und die Interleukin-6-
(IL-6)-vermittelte selektive Induktion koagulatorischer, nicht aber fibrinolytischer Vorgiange
(Stouthard, Levi et al. 1996) eine wichtige Rolle. Interessanterweise konnte fiir die
proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha, IL-6 und Interleukin-8 (IL-8) gezeigt werden,
dass sie bei Patienten mit VTE auch nach Beendigung der medikamentdsen Antikoagulation
erhoht sind (Saghazadeh, Hafizi et al. 2015). Dariiber hinaus wird die Expression von Faktor
VII/TF auf Monozyten und auf Endothelzellen der BlutgefiBe durch die
proinflammatorischen Zytokine, Interleukin-1 (IL-1), IL-6 und TNF-alpha induziert (Grignani
and Maiolo 2000).

Zusammenfassend ist die Studienlage dergestalt, dass eine zentrale mechanistische Bedeutung

zytokinvermittelter Inflammation fiir das Gerinnungssystem besteht.

1.3 Diagnostik venoser Thromboembolien (VTE)

Unter dem Begriff VTE werden allgemein vendse Thromboembolien subsummiert, die sich
aus Thrombosen  der  Extremitéten, Beckenvenenthrombosen (TVT) und
Lungenarterienembolien (LAE) zusammensetzen. Auch Katheter-induzierte Thrombosen
fallen unter diesen Begriff. Die TVT entsteht aus einem Ungleichgewicht zwischen
Gerinnung und Fibrinolyse mit intravasaler Thrombusbildung als Folge. Aufgrund einer
ausgeprigten Selbstheilungstendenz der TVT 16st sich der meist distal an den Extremititen
entstandene Thrombus von selbst wieder auf (Porfidia, Carnicelli et al. (2016). Geschieht dies
nicht, kommt es zur Apposition weiteren Thrombusmaterials und eine Embolie, also ein
weiter proximal gelegener GefdBBverschluss, wird wahrscheinlicher. Haufigster Embolieort
vendser Thromben nach Aszension sind die Lungenarterien, wobei abhingig vom Ausmal
der GefiBstenose, die meisten LAE asymptomatisch verlaufen und ebenfalls eine ausgepriagte
Selbstheilungstendenz aufweisen (Esmon (2009). Nichtsdestotrotz ist die Letalitdt
symptomatischer, mit einer Rechtsherzsymptomatik einhergehender LAE betréichtlich
(Calder, Herbert et al. (2005).

Im Unterschied zur oft symptomarmen aszendierenden Thrombose tritt bei den
deszendierenden Thrombosen der Beckenvenen eine deutliche klinische Symptomatik mit
Schmerzen, Odem, livider Verfirbung und Uberwirmung auf. Auch Thrombophlebitiden,
alsoThrombosen, die von superfiziellen Beinvenen wie der Vena saphena magna ausgehen,
konnensich unter hohem Embolierisiko in tiefere Beinvenenabschnitte fortsetzen (Litzendorf

and Satiani 2011). Erfolgt keine Rekanalisation des betroffenen Gefilles bzw. keine
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Spontanheilung, kommt es zu einem bindegewebigen Umbau des Thrombus. Diese geht
einher mit einer permanenten Flussbehinderung des Blutes mit nachfolgender
Klappendestruktion und einem Defekt der physiologischen Muskelpumpe bei Bewegung.
Diese chronische vendse Insuffizienz (CVI) tritt als postthrombotisches Syndrom (PTS)
(Kahn (2009) in Erscheinung und fiihrt bei Chronifizierung zu Komplikationen wie dem

Ulcus cruris venosum.

In der Diagnostik der TVT spielen formalisierte Scores eine wichtige Rolle. Sie haben eine
hohe Sensitivitit. Aufgrund ihrer niedrigen Spezifitdt fiilhren sie allerdings zu einer grof3en
Zahl falsch-positiver Befunde. Am besten validiert ist der Score nach Wells (Tabelle 1 (Wells,
Hirsh et al. 1995) dessen einfache Graduierung des Risikos in ,,hoch® oder ,,nicht hoch* es
erlaubt, die klinische Wahrscheinlichkeit (KW) zu ermitteln. Diese ist Ausgangspunkt des
diagnostischen Algorithmus® (S2-Leitlinie 2015). Bei mittlerer KW ist ein D-Dimer-Test
indiziert. D-Dimere sind Fibrinspaltprodukte und stellen das messbare Korrelat einer
abgelaufenen Aktivierung des Gerinnungssystems dar. Thr Vorhandensein beweist allerdings
kein thromboembolisches Ereignis, da sie auch bei Trauma, aktiver Tumorerkrankung oder
postoperativ erhdht nachweisbar sein konnen. Bei hoher klinischer KW soll ein
Kompressionsultraschall der Beinvenen (KUS) zur Abklirung erfolgen, wéhrend bei
niedriger/mittlerer KW dies nur bei positivem D-Dimer-Nachweis empfohlen wird (S2-
Leitlinie 2015). Bei positivem Befund wird behandelt, bei unklarem Befund ist eine
Wiederholung des Kompressionsultraschalls nach 4-7 Tagen empfohlen, welcher prinzipiell
vom Leistenband bis zur Kndchelregion erfolgen sollte. Thrombosen in der Beckenstrombahn
und der Vena cava inferior werden am besten mit Schnittbildverfahren (CT) diagnostiziert
(Wildberger, Mahnken et al. 2005). Der Beginn einer Antikoagulation empfiehlt sich bei
hoher KW und nur zeitverzogerter Moglichkeit zur Bildgebung.
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Klinische Charakteristik Score
Aktive Tumorerkrankung 1,0
Lahmung oder karzliche Immobilisation der Beine 1,0
Bettruhe (>3 Tage); grofte Chirurgie (<12 Wochen) 1,0
Schmerz / Verhartung entlang der tiefen Venen 1,0
Schwellung ganzes Bein 1,0
Unterschenkelschwellung >3 cm gegenilber Gegenseite 1,0
Eindrickbares Odem am symptomatischen Bein 1,0
Kollateralvenen 1.0
Frihere, dokumentierte TVT 1.0
Alternative Diagn_ose mindestens ebenso 20
wahrscheinlich wie Venenthrombose :

Tabelle 1:  Validierter klinischer Score zur Ermittlung der klinischen Wahrscheinlichkeit (KW) einer
Venenthrombose:
Der Wells-Score (Wells, Hirsh et al. 1995) ermdglicht standardisiert die Graduierung der KW
basierend auf Anamnese und klinischer Untersuchung. Bei einem Score > 2,0 ist die
Wabhrscheinlichkeit fiir eine TVT hoch, bei einem Score <2,0 ist sie nicht hoch/niedrig.

1.4 Tumorerkrankungen und Venose Thromboembolien (VTE)

Maligne Erkrankungen stellen einen erheblichen Risikofaktor fiir das Auftreten vendser
Thrombosen und Lungenarterienembolien dar. Beide treten bei Patienten mit aktiver
Tumorerkrankung bis zu sechsfach héufiger auf als in der Allgemeinbevolkerung (Chew,
Wun et al. (2006), Heit, Silverstein et al. (2000). Die zugrundeliegende Pathogenese ist
multifaktoriell und entspricht der Komplexitit des Gerinnungssystems, dessen physiologische
Balance von plasmatischen, thrombozytiren, endothelialen und vaskuldren Faktoren abhéngt.
Die ursédchliche Stérung dieser Balance wird von der Virchow Trias beschrieben. Sie setzt
sich zusammen aus Verdnderungen an der GefiBwand und Endothelschdden, Verdnderungen
der Stromungsgeschwindigkeit und Verdnderungen in der Blutzusammensetzung. Abbildung
3 illustriert, an welcher Stelle eine Tumorerkrankung in dieses Wechselspiel aus Pro- und

Antikoagulation eingreifen kann.
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Blutstase

Bettruhe/ / \ Extrinsische Kompression
postinterventionelle durch neoplastische
Immoabilisation Raumforderungen

Gerinnungsfaktoren aus

Direkte Tumorinvasion Tumorzellen
der GefalBwand i =
\ Therapeutische Antiangiogenese / Prokoa’g/ulatorlsche Muane
[E ndothelschédigung} [Blutzusammensetzung}
/ \ / Thrombozytenaktivierung
> o g Faktor-X-aktivierende Cys-
Chemotherapie Katheter-assoziierte Schadigung  Protease aus Tumorzellen

Abbildung 3:  Pathogenese der Virchow Trias bei Tumorerkrankungen

(Modifiziert nach Lyman and Khorana (2009). Maligne Prozesse konnen auf allen drei Ebenen

der Virchow Trias zur Entstehung von VTE beitragen (rote Pfeile).
Hinsichtlich der Blutzusammensetzung wird zwischen direkten Effekten von Tumorzellen im
Sinne einer Sekretion von Gerinnungsfaktoren und indirekten Effekten unterschieden (Lyman
and Khorana (2009). Letztere resultieren z. B. aus der Aktivierung von Endothelzellen und
Leukozyten durch Zytokine, die eine Akute-Phase-Reaktion provozieren. Auch die Aktivitit
von prokoagulatorischen muzindsen Glykoproteinen (Falanga, Panova-Noeva et al. (2009)
und die Produktion von Proteasen, die Faktor Xa, ein zentrales Molekiil der plasmatischen
Gerinnungskaskade (Abbildung 1) aktivieren, spielen eine wichtige Rolle (Ay, Dunkler et al.
(2011). Endothelschiddigungen kénnen sowohl iatrogen als auch tumorvermittelt auftreten.
Blutstase ist ein Phdnomen, das bei Tumorerkrankungen insbesondere durch die neoplastische
Kompression von Blutgefdflen begiinstigt werden kann. Auch perioperative Immobilitét tragt

zum erhohten Thromboserisiko beiTumorpatienten bei.

Das Auftreten von VTE fiihrt im Verlauf von Tumorerkrankungen hiufig zu Komplikationen
und stellt innerhalb dieser Patientengruppe die zweithdufigste Todesursache dar (Khorana,
Francis et al. (2007). Hier sind patientenbezogene und tumor-assoziierte Risikofaktoren von
Bedeutung (Connolly and Khorana (2009). Erstere beinhalten vor allem Alter, Geschlecht
(Ay, Dunkler et al. (2011), Komorbiditidten und Immobilitdt, wéhrend letztere hinsichtlich
Lokalisation, Stadium, Tumorentitit und Zeitpunkt nach Tumordiagnose relevant sind. Auch
behandlungsassoziierte Risikofaktoren wurden beschrieben. Insbesondere Chemotherapien
(Heit, Silverstein et al. (2000) und antihormonelle Therapien erhéhen das Risiko fiir die
Inzidenz von VTE. Interessanterweise kann in 20% aller Félle einer neudiagnostizierten VTE

von einer bekannten oder bis dato unbekannten Tumorerkrankung ausgegangen werden
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(Laporte, Mismetti et al. (2008). Aufgrund der dreifach erhohten VTE-Rezidivrate (Prandoni,
Lensing et al. (2002) hat die zielfilhrende Diagnostik sowie eine effektive Therapie und
Prophylaxe bei Tumorpatienten eine besonders wichtige Stellung. Das Pankreaskarzinom ist
als besonders thrombogene Tumorerkrankung beschrieben worden, was auch mit der hohen

Metastasierungstendenz assoziiert ist. (Chew, Wun et al. (2006) Abbildung 4).
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Abbildung 4:  VTE-Inzidenz in Abhiingigkeit von Tumorentitit und Tumorstadium
(Chew, Wun et al. (2006): Kaplan-Meier-Kurve der VTE-Inzidenz a.) im lokal
fortgeschrittenen Tumorstadium bei Diagnose, b.) VTE-Inzidenz im metastasierten Zustand bei
Diagnose der VTE zeigt eine ausgesprochen hohe Inzidenz beim metastasierten
Pankreaskarzinom.)

1.4.1 Therapie und Prophylaxe Tumor-assoziierter venoser Thromboembolien

Zur Kldrung der Frage, fiir welchen Tumorpatienten eine Prophylaxe giinstig ist, hat sich in
der klinischen Praxis der Khorana-Score als niitzlich erwiesen (Khorana and Connolly 2009).
In ihn flieBen der Body Mass Index (BMI), die Leukozytenzahl vor Chemotherapie, der
Hamoglobinwert, die Thrombozytenzahl vor Chemotherapie und die Entitdt des Primédrtumors
mit entsprechendem Risikoprofil fiir VTE ein. Liegt der Khorana-Score bei 3 oder hoher, ist
eine medikamentdse Thromboseprophylaxe empfehlenswert (Khorana, Noble et al. 2018). Fiir
Patienten mit einem histologisch gesicherten Pankreaskarzinom konnte in der CONKO-004-
Studie nachgewiesen werden, dass Enoxaparin zur VTE-Prophylaxe effizient und sicher ist.
Relevante Blutungen (,major bleedings®) traten bei 5 von 152 (keine VTE-Prophylaxe) versus
7 von 160 (VTE-Prophylaxe mit Enoxaparin) Patienten auf. Die Inzidenz einer VTE hingegen
lag bei 15 von 152 in der Gruppe ohne VTE-Prophylaxe versus 2 von 160 in der Gruppe mit
Enoxaparin (Pelzer, Opitz et al. 2015). Die Studie Hokusai VTE-Cancer (Raskob, van Es et
al. 2018) brachte neue Erkenntnisse zur Therapie von VTE bei Tumorpatienten mit oralen
Antikoagulanzien (DOACs). Verglichen wurde die Therapie mit Dalteparin (NMH) oder
Edoxaban (DOAC) bei stattgehabtem VTE. Primdre Endpunkte waren das Widerauftreten
eines VTE und Blutungsereignisse. In der Edoxabangruppe traten weniger VTE auf (7.3 %
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versus 11.9%), allerdings war die Inzidenz eines Blutungsereignisses hoher (6.9 % versus 4.0
%). Die CASSINI-Studie bezieht sich in einer Subgruppenanalyse auch auf Patienten mit
Pankreaskarzinom und zeigte, dass die Prophylaxe mit dem DOAC Rivaroxaban die VTE-
Inzidenz in einem Zeitraum von 180 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant
senken konnte (Khorana, Soff et al. 2019). Obwohl das Risiko fiir das Auftreten schwerer
Blutungen in den Ergebnissen dieser Studie nicht erhoht war, bleibt es immer eine
individuelle Entscheidung, ob die medikamentose VTE-Prophylaxe durchgefiihrt werden soll.
Nichtsdestotrotz stellt das Pankreaskarzinom einen spezifischen Risikofaktor fiir alle Formen

der VTE dar.

Die Therapie der VTE bei Tumorpatienten mit niedermolekularem Heparin (NMH), scheint
unfraktioniertem Heparin hinsichtlich des Blutungs- und Rezidivrisikos nach einer
Metaanalyse iiberlegen zu sein (Akl, Kahale et al. 2014). Eine iiberlappende Umstellung der
Therapie von NMH auf Vitamin K-Antagonisten wird fiir Patienten mit aktiver
Tumorerkrankung nach stattgehabter VTE mit Bezug auf die CATCH-Studie nicht
empfohlen. Der Behandlungszeitraum mit NMH betrdgt mindestens 3 -6 Monate und wird
auch bei Rezidiv einer VTE unter Erhohung der Dosis beibehalten (Carrier et al. 2015a),
(Ihaddadene et al. 2014). Bei weiterhin aktiver Tumorerkrankung wird die Antikoagulation
entweder mit NMH oder auch direkten oralen Antikoagulantien (DOACs) als verldngerte
Erhaltungstherapie fortgefiihrt (Kearon et al. 2012). DOACs sind einer Kombinationstherapie
aus NMH und Vitamin K-Antagonisten im Sicherheits- und Wirksamkeitsprofil nicht
unterlegen. Aktuelle Studien zum Vergleich von NMH und DOACs alleine, die iiber 6
Monate hinausgehen, bleiben abzuwarten. Interessanterweise ist das Risiko fiir ein
Thromboserezidiv auch bei Chemotherapie-induzierter Thrombozytopenie hdher als das
Risiko fiir ein Blutungsereignis. Fallen die Thrombozytenzahlen allerdings unter 50.000/pul,

ist die Dosis an NMH zu iiberpriifen und zu senken (Carrier et al. 2015a).

1.5 Das Pankreaskarzinom

1.5.1 Definition und Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom (Adenokarzinom des Pankreas) tritt im Mittel zwischen dem 70. und
75. Lebensjahr auf und ist somit eher eine Erkrankung des Alters. Erworbene Risikofaktoren
sind Rauchen, Diabetes mellitus Typ 2, chronische Pankreatitis und Adipositas. In 70 % der
Félle ist der Pankreaskopf betroffen. Bei besonderer genetischer Belastung ist auch eine

Erkrankung friih im Erwachsenenalter moglich. Dies trifft besonders zu, wenn
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e mindestens zwel verwandte ersten Grades an einem Pankreaskarzinom erkrankt sind

(familidres Pankreaskarzinom, FPC)

e e¢in hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom mit Keimbahnmutationen im BRCA2-

oder PALB2-Gen vorliegt
e cine Keimbahnmutation im CDKN2A-Gen vorliegt
e cin Peutz-Jeghers- Syndrom mit Keimbahnmutationen im STK11-Gen besteht

e cine hereditire Pankreatitis mit Keimbahnmutationen im PRSS1 oder SPINK1-Gen
besteht.

In der Regel handelt es sich um duktale Adenokarzinome, Ausnahmen stellen azindre Tumore
aus Pankreasparenchymzellen und zystische Adenokarzinome dar. Das Adenokarzinom des
Pankreas wird auch als exokrines Pankreaskarzinom bezeichnet. Die Progression von einer
Dysplasie duktaler Epithelzellen zum Adenokarzinom erfolgt iiber eine grofle Zahl von
genetischen Abberationen und Fehlldufen, die sich initial iiber Vorstufen im Rahmen
intraepithelialer Neoplasien (PanIN) manifestieren. Eine wichtige Komponente scheint die
Mutation des KRAS-Onkogens zu sein, welches in 88- 100% der Félle beim Adenokarzinom
des Pankreas mutiert vorliegt und mit einer stark mitogenen Komponente ein potenter
Initiator in der Karzinomentstehungssequenz des Pankreaskarzinoms ist (Ying, Dey et al.
2016). Weiter spielt der Ausfall von Tumorsuppressorgenen wie SMAD4, CDKN2A und
TP53 eine wichtige Rolle (Hidalgo 2010, Ying, Dey et al. 2016).
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a. Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen
(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs). b. Prozentualer Anteil der hdufigsten
Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefallen in Deutschland 2014 (Quelle: Robert Koch-
Institut, Zentrum fiir Krebsregisterdaten).

Das Pankreaskarzinom ist zwar bei Ménnern nur die zehnthdufigste und bei Frauen die
sechshéufigste Krebserkrankung deutschlandweit (Abbildung 5a), liegt aber bei beiden
Geschlechtern bezogen auf die Krebssterbefille (Abbildung 5b) an vierter Stelle. Das ldsst
erkennen, dass das Pankreaskarzinom eine sehr hohe krebsspezifische Mortalitdt aufweist.
Leider hat sich hieran trotz kleiner Fortschritte substanziell in den letzten Jahrzehnten wenig

geédndert.

1.5.2 Klinische Symptome

Das Adenokarzinom des Pankreas, im Folgenden kurz Pankreaskarzinom, zeichnet sich durch
ein Fehlen von Frithsymptomen aus. Erst spit zeigt sich oft eine Trias unspezifischer

Symptome:

1. Abdominelle, hidufig epigastrische Beschwerden
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2. Riickenschmerzen, oft giirtelformig
3. Neuauftreten eines Diabetes mellitus im Sinne einer endokrinen Insuffizienz.

Zusdtzlich  treten beim fortgeschrittenen Pankreaskarzinom, insbesondere das des
Pankreaskopfes, Pruritus, Ikterus von Haut und Skleren, sowie eine tastbar vergréBerte
Gallenblase (Courvoisier-Zeichen) auf. Diese Symptomatik (Bjornsson, Ismael et al. 2003)
korreliert mit dem Ausmal des tumorbedingten Gallenaufstaus und zeigt sich laborchemisch
hdufig in einer massiven Hyperbilirubindmie und erhohten Cholestasewerten wie gamma-
Glutamyltransferase und Alkalische Phosphatase (Reisman, Gips et al. 1996). Allgemeinere
Symptome wie ungewollter Gewichtsverlust und Nachtschweill treten ebenfalls auf.
Paraneoplastisch kann insbesondere eine Thrombophilie und Thrombophlebitis migrans in
Erscheinung treten. Je nach Art und Grad der Metastasierung sind Husten und Dyspnoe bei
pulmonaler/pleuraler Tumormanifestation oder entsprechend Zeichen der Leberinsuftizienz,
Knochenschmerzen oder neurologische Ausfille bei zerebraler Metastasierung zu erwarten.
Ein neu aufgetretener, schmerzloser Ikterus in der zweiten Lebenshélfte ist karzinomsuspekt.
Laut Literatur stellen Pankreas- und Gallengangskarzinome mit 20 % hier die hdufigste

Ursache.

1.5.3 Diagnostik und Therapie

1.5.3.1 Diagnostik

In der Diagnostik des Pankreaskarzinoms wird nach zuletzt giiltiger AWMF-Leitlinie der
Stufe S3 eine Stufendiagnostik empfohlen. Bei neu aufgetretenen Oberbauch- und
Riickenschmerzen, nicht jedoch bei Riickenschmerzen alleine, wird konsensbasiert geraten,

alters- und verdachtsleveladaptiert vorzugehen (Klapman, Chang et al. 2005).
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Verdachtslevel

Alter (Jahre)

Symptome

Vorgehen

Niedrig <50 nur Schmerz? Sonographie bei Symptompersistenz
Mittel <50 Schmerz plus* Sonographie, ggf. CT
>50 nur Schmerz* Sonographie, ggf. CT
Schmerz plus*® Sonographie, ggf. CT
Hoch >50 Schmerz plus® Sonographie,agf.CT/Endosonographie

* Neu aufgetretene Schmerzen, die lokalisiert/giirtelférmig in den Riicken ausstrahlen und nachts wahrnehmbar
sind, bedirfen altersunabhangig individuell einer weiteren Abklarung. Bei hohem Verdachtslevel ggf. auch bei
negativer Sonographie komplementar CT oder Endosonographie einsetzen.

* Schmerz plus andere Symptome (Inappetenz, Gewichtsverlust, Schwiche)

Tabelle 2:  Alters- und verdachtsleveladaptiertes diagnostisches Vorgehen bei neu aufgetretenen

Oberbauch- und Riickenschmerzen

(Quelle AWMF-Leitlinie exokrines Pankreaskarzinom).
Die kontrastmittelgestiitzte Computertomographie des Abdomens oder alternativ die
Magnetresonanztomographie werden ergénzend eingesetzt und haben einen besonderen
Stellenwert vor geplanter Operation zur Kldrung der Frage nach Resektabilitit, bei der
Ausbreitungsdiagnostik und im Therapieverlauf zum Staging. Auch eine Rontgen-Thorax
Untersuchung gehort zum préoperativen Staging, wohingegen eine FDG-PET CT préoperativ
keinen diagnostischen Mehrwert verspricht. Eine laborchemische Bestimmung des
Tumormarkers CA19-9 sollte nach erfolgtem Nachweis einer Raumforderung im Pankreas
vor Beginn einer etwaigen Chemotherapie erfolgen. Eine Biirstenzytologie zum Beispiel
wiéhrend einer ERCP gilt aufgrund mangelnder Sensitivitit als ungeeignet. Im Unterschied
hierzu ist die eine Biopsie vor palliativer Chemotherapie obligat und hochsensibel (Agarwal,
Abu-Hamda et al. 2004). Ist Operabilitdt gegeben, wird auf eine Feinnadelbiopsie verzichtet,
da auch bei unklarer Dignitét einer Raumforderung des Pankreas diese reseziert werden sollte

(Seufferlein 2013).

1.5.3.2 Therapie des Pankreaskarzinoms

1.5.3.2.1 Resektables Adenokarzinom des Pankreas

Beim Pankreaskarzinom stellt die chirurgische Therapie das einzige potenziell kurative
Therapieverfahren dar. Es konnte eine klare Unterlegenheit der Radiochemotherapie im
Vergleich zur Operation gezeigt werden (Gesamtiiberleben median 10.8 Monate versus 22.6
Monate bei Operation), wenn Resektabilitdt {iberhaupt gegeben war (Doi, Imamura et al.

2008). Seitens des Patienten stellt das Alter kein einzeln zu betrachtendes Kriterium fiir oder



1 Einfiihrung 14

gegen Resektabilitdt dar (Lightner, Glasgow et al. 2004), wohl aber das Vorhandensein von
Komorbiditdten. Seitens des Tumors ist aufgrund des immensen Effekts auf das mediane
Gesamtiiberleben zu beachten, dass weder die Infiltration von Nachbarorganen noch die
Infiltration der V. porta oder V. lienalis eine operative Therapie ausschlieBen (Wagner,
Redaelli et al. 2004). Demgegeniiber stellt die Infiltration der Arteria mesenterica sup. oder
des Truncus coeliacus eine relative Kontraindikation fiir die Operation dar. Beim duktalen
Pankreaskarzinom wird keine Resektion des Primarius empfohlen, wenn Fernmetastasen,
Organmetastasen, Peritonealkarzinose oder als Fernmetastasen geltende

Lymphknotenmetastasen vorliegen (Seufferlein 2013).

Ausmall und Art des operativen Eingriffs hdngen vor allem von der Lokalisation des
Primédrtumors ab. Beim  Pankreaskopfkarzinom  wird meist die partielle
Duodenopankreatektomie mit oder ohne Erhalt des Pylorus vorgenommen. Beim selteneren
Pankreasschwanzkarzinom wird versucht, ausschlieSlich eine Pankreaslinksresektion
durchzufithren. Pankreaskorpuskarzinome werden hdufig im Rahmen einer subtotalen
Pankreaslinksresektion oder bei entsprechender Ausbreitung, mit einer totalen

Duodenopankreatektomie operiert.
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Abbildung 6:  Mégliche operative Optionen beim Pankreaskarzinom.
a. Klassische Whipple-Situation mit Entfernung des Pylorus und totaler Pankreatektomie. b.
Whipple mit Erhalt des Pankreasschwanz. c. Subtotale Pankreaslinksresektion.
Quelle: www.pancreaticcancer.org.uk

Das Langzeitiiberleben ist selbst im nicht-fortgeschrittenen, operablen Stadium schlecht und

liegt bei weniger als 20%. (Wagner, Redaelli et al. 2004). Mit adjuvanter Chemotherapie
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(FOLFIRINOX) konnte eine 5-Jahresiiberlebensrate von 30- 50% gezeigt werden (Conroy,
Hammel et al. 2018). Fiir dieses sehr eingeschrinkte Langzeitiiberleben ist nichtsdestotrotz
eine  RO-Resektion notwendig, was die Wichtigkeit einer histopathologischen
Schnittrandbeurteilung im Schnellschnitt unterstreicht (Katz, Marsh et al. 2013). Im Rahmen
eines kurativen Therapiekonzepts ist beim Pankreaskarzinom ein multimodales
Therapiekonzept entscheidend, das vor allem auf eine adjuvante Chemotherapie abgestellt ist.
Die adjuvante Radiochemotherapie fiihrte zu keiner Verbesserung des Langzeitiiberlebens im

Vergleich zur adjuvanten Chemotherapie (Neoptolemos, Dunn et al. 2001).

Es ist beim Pankreaskarzinom ein international anerkanntes Protokoll, fiir 6 Monate nach
Resektion mit dem Antimetaboliten Gemcitabin als Monotherapie zu behandeln. Die
randomisierte CONKO-001 Studie lieferte hierzu wegweisende Daten, die nicht nur eine
signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens, sondern auch des krankheitsfreien
Uberlebens zeigten (Oettle, Neuhaus et al. 2013). Die im Vergleich zu anderen
Chemotherapeutika gute Vertrdglichkeit ist ein weiterer Gesichtspunkt, der fiir die
Monotherapie mit Gemcitabin spricht, auch wenn Studiendaten vorliegen, die eine &hnliche
Wirksamkeit von 5-Fluorouracil, bei eher ungiinstigerem Nebenwirkungsprofil zeigen
(ESPAC-3 Studie). In einer anderen Studie mit 732 Patienten (ESPAC-4 Studie) konnte
gezeigt werden, dass eine Kombinationstherapie mit Gemcitabin und oralem 5-Fluorouracil
(Capecitabin) das Gesamtiiberleben signifikant verbessert im Vergleich zu Gemcitabin in der
Monotherapie (Neoptolemos, Palmer et al. 2017). Einschriankend zu erwidhnen ist, dass es
beim rezidivfreien Uberleben keinen signifikanten Effekt gab. Wird der R-Status nach
Operation beriicksichtigt, ist bei R1-Resektion, wie sie im klinischen Alltag hdufig vorkommt,
fiir die Kombinationstherapie kein signifikanter Vorteil mehr zu sehen. Zusammengefasst
stellt sowohl die Monotherapie mit Gemcitabin oder 5-Fluorouracil als auch die
Kombinationstherapie aus beiden, eine valide Chemotherapicoption dar. Unter
Beriicksichtigung der relevanten Toxizitdt, zeigte sich das modifizierte FOLFIRNOX-Regime
im Endpunkt krankheitsfreies Uberleben (21 versus 12 Monate) jedoch im Vergleich zur

Monotherapie mit Gemcitabin in der Adjuvanz iiberlegen (Conroy, Hammel et al. 2018).

1.5.3.2.2 Palliative Systemtherapie

Es ist lange bekannt, dass im Rahmen eines palliativen Therapiekonzepts beim metastasierten
und lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinom die Chemotherapie, bezogen auf das
Gesamtiiberleben und auch auf die Lebensqualitit, der ausschlieBlich supportiven Therapie
tiberlegen (Glimelius, Hoffman et al. 1996) ist. Auch hier ist Gemcitabin in der Monotherapie

seit den Neunzigerjahren etabliert (Burris, Moore et al. 1997). Die Remissionsraten liegen im
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Bereich von 5- 10%. Trotz dieser niedrigen Remissionsraten, ist ein klinisches Ansprechen
hiufig gegeben. Speziell die Schmerztherapie wird durch eine begleitende palliative

Chemotherapie unterstiitzt.

Wirksamer als Gemcitabin alleine ist in der Palliativsituation beim metastasierten
Pankreaskarzinom die Kombinationschemotherapie FOLFIRINOX bestehend aus 5-
Fluorouracil/Folinséure, Irinotecan und Oxaliplatin (Conroy, Desseigne et al. 2011). Erkauft
wird diese Wirksamkeit allerdings mit deutlich hoherer Toxizitdt, die haufig
therapielimitierend ist und den Einsatz von FOLFIRINOX bei Patienten mit reduziertem
Allgemeinzustand stark einschrinkt. Vergleicht man Mono-5-FU mit der Kombination aus 5-
FU/Folinsdure/Oxaliplatin (CONKO-003-Studie), dann kann eine moderate Verldngerung der
Gesamtiiberlebenszeit (2.6 Monate) bei nur minimaler Verldngerung der progressionsfreien
Uberlebenszeit (0.9 Monate) konstatiert werden. Eine Studie (Ueno, Ioka et al. 2013), in der
Gemcitabin mit oralem 5-FU in Kombination mit zwei Enzyminhibitoren zur besseren
Bioverfiigbarkeit kombiniert wurde, konnte im Vergleich zu Gemcitabin alleine sowohl im
Gesamtiiberleben als auch im Endpunkt progressionsfreies Uberleben einen Vorteil von 1.3
bzw. 1.6 Monate zeigen. Die Verldngerung des Gesamtiiberlebens war jedoch statistisch nicht
signifikant. Ein weiteres orales 5-FU-Priparat, welches als Prodrug verabreicht wird, ist das
Capecitabin. Beeindruckenderweise konnte es in Kombination mit Gemcitabin die
Remissionsrate von 17% (Gemcitabin alleine) auf 46% steigern, lieferte aber im wichtigen
Endpunkt progressionsfreies Uberleben einen enttiuschenden Unterschied von nur weniger
als einem Monat (Lee, Chung et al. 2017). Ahnlich enttiuschend verlief die GIP-1-Studie
(Colucci, Labianca et al. 2010), die Gemcitabin alleine mit Gemcitabin kombiniert mit dem
Platinderivat Cisplatin verglich. Im progressionsfreien Uberleben war die Kombination sogar
dem Gemcitabin als Monotherapie minimal unterlegen. Dies unterstreicht, wie umsichtig
hochemetogene Platinderivate wie Cisplatin in der palliativen Systemtherapie des
Pankreaskarzinoms eingesetzt werden sollten. Eine Kombination von Gemcitabin mit
Nanopartikel-gebundenem  Paclitaxel  (nab-Paclitaxel) stellt beim  metastasierten
Pankreaskarzinom eine Alternative zu FOLFIRINOX dar und ist besser wirksam als
Gemcitabin alleine (3.7 Monate progressionsfreies Uberleben versus 5.5 Monate) (Von Hoff,
Ervin et al. 2013). Wenn der reduzierte Allgemeinzustand es erforderlich macht, ist hier bei

gutem Ansprechen auch eine Intervalltherapie bis zum Progress moglich.

Als einzigem Vertreter aus der Gruppe der sogenannten ,,Targeted Therapies* kommt beim
Pankreaskarzinom dem Erlotinib eine gewisse Rolle zu. Dieser orale Tyrosinkinaseinhibitor

des EGF-Rezeptors hat unter bestimmten Voraussetzungen wie z.B. dem therapieinduzierten



1 Einfiihrung 17

Auftreten eines akneiformen Exanthems, zu einer geringfligigen Verbesserung des
Gesamtiiberlebens gefithrt (Moore, Goldstein et al. 2007). Mit der Hoffnung auf neue,
verbesserte Therapieoptionen durch molekulare Therapien bleiben zukiinftige Studien
abzuwarten. Insbesondere die Erstellung molekularer Profile wird einen zunehmenden

Stellenwert einnechmen.
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Abbildung 7:  Therapiestruktur beim Adenokarzinom des Pankreas.
Von zentraler Bedeutung fiir die Prognose ist die Resektabilitdt als Voraussetzung fiir ein
kuratives Konzept. Unabhidbhinig vom Therapiekonzept (palliativ/kurativ siche Text) spielt
der Allgemeinzustand des Patienten bei der Wahl der Chemotherapie eine zentrale Rolle.

1.6 Feinstaub

1.6.1 Definition und groflenabhingige Aufnahme von PM iiber den Respirationstrakt

Feinstaub (PM, particulate matter) entsteht direkt durch Verbrennungsprozesse im Verkehr, in
Heizwerken und Heizungsanlagen oder beispielsweise durch Abrieb auf Asphalt oder im
Schienenverkehr. Weitere, meist eher lokal auftretende Quellen fiir Feinstaub sind Feuerwerk,
Zigaretten und Grillfeuer. Dieser primére Feinstaub wird unterschieden von sekundirem
Feinstaub, der durch gasformige Vorldufersubstanzen wie Ammoniak, Schwefel- und
Stickoxide entsteht, sich aber erst durch Interaktion mit der Atmosphére in seiner partikuldren

Struktur ausbildet.

Hinsichtlich der potenziellen Toxizitét von Feinstduben ist es wichtig zu beriicksichtigen, dass
es sich um komplexe, extrem heterogene Gemische handelt, die sich in Struktur und
Viskositét unterscheiden. Sie stellen durch ihre aerodynamischen Eigenschaften Vehikel fiir
Allergene, anorganische und organische Toxine, Zellfragmente und mikrobielle Strukturen

dar. Sie konnen gréBenabhidngig die Atemwege des Menschen unterschiedlich tief
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penetrieren. PM;o weist einen aerodynamischen Durchmesser < 10 Mikrometer (um) auf.
Bezeichnenderweise werden sie in der Fachliteratur auch thoracic particles genannt, da sie in
der Trachea den Larynx passieren und bis in den Bronchealbaum vordringen koénnen. Die
coarse fraction mit einem Durchmesser von 10um - 2.5um kann die Alveoli erreichen, also
bis in die Tiefe der Lunge vordringen. Fiir fine particles < 2.5 pm wurde in einer
systematischen Literaturiibersicht (Nakane 2012) herausgearbeitet, dass sie mehrheitlich
groflenabhingig erst ab einem Durchmesser < 1 um iiber das Kapillarbett weit distal der
Lungenarterien in die systemische Blutzirkulation gelangen konnen. Fiir ultrafine particles
(UFPs) < 0.1 pm ist bewiesen, dass sie sich stark in den Alveolen anlagern (Daigle, Chalupa
et al. 2003) und direkt in die systemische Blutzirkulation {ibergehen kénnen (Nemmar,

Vanbilloen et al. 2001).
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Abbildung 8:  Groéflenverteilung der verschiedenen Feinstaubfraktionen.
Die Balken stellen dar, dass es sich jeweils um Gemische von Partikeln unterschiedlicher
GroBe handelt. Quelle: Brook et al, Air pollution and cardiovascular disease, Circulation 2004.
1.6.2 Gesundheitliche Wirkungen von Feinstaub
Das globale Ausmall der Krankheitslasten, das von Feinstaubbelastung ausgeht, wird
zunehmend iiber komplexe mathematische Abschitzungen quantifiziert. Es wurde errechnet,

dass alleine in 2015 weltweit 4.2 Millionen Todesfille durch die Exposition mit PM,s

verursacht wurden (Cohen, Brauer et al. 2017). Obwohl es sich um eine Berechnung handelt,
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die mathematisch nur einer Abschitzung im Sinne einer Ndherung entspricht, sind die Zahlen
beeindruckend, hochrangig publiziert (The Lancet, 2015) und entsprechend von der WHO
beriicksichtigt worden. Bezogen auf den Faktor Luftverschmutzung ist Mortalitdt mit Abstand
der epidemiologisch am besten untersuchte Endpunkt. Eine positive Assoziation ist
unbestritten, wobei fliir UFPs die Datenlage noch am diinnsten ist (Pope 2015), (Kumar,
Morawska et al. 2014). In einer Reihe von Studien handelt es sich um die Gesamtmortalitit
(all-cause mortality) ohne Beriicksichtigung der Mortalitdtsursache. In den letzten Jahren
jedoch erschienen in der Fachliteratur zahlreiche Publikationen, die Langzeit- und
Kurzzeitwirkungen von Luftverschmutzung durch Feinstaub mit der Inzidenz von

Erkrankungen nahezu aller Organsysteme in Verbindung brachten.

Mechanistische Studien liegen vor allem zum Endpunkt Atemwegserkrankungen vor
(Blanchet, Ramgolam et al. 2004). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Feinstaub im
Sinne eines Adjuvanz die Immunogenitit von Allergenen verstdrkt.(de Haar, Hassing et al.
2006). Negative Effekte durch Feinstaub auf die Lungenfunktion wurden in -einer
epidemiologischen Langzeitstudie an groflen Fallzahlen (Framingham Heart Study) mit
Erwachsenen demonstriert (Rice, Ljungman et al. 2015). Auch eine Assoziation zwischen
chronischer Feinstaubbelastung und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD)
scheint zu bestehen (Schikowski, Sugiri et al. 2005). Ohne dass bisher mechanistische
Beweise geliefert werden konnten, weisen Daten epidemiologischer Studien darauf hin, dass
Feinstaub die kardiovaskuldre Mortalitdt erhoht.(Dockery, Pope et al. 1993) und mit

Schlaganfillen und ischdmischen Ereignissen assoziiert ist (Utell, Frampton et al. 2002).

Langzeitexposition mit Feinstaub fiihrt nicht nur im arteriellen System zu pathologischen
Verdnderungen, sondern stellt einen Risikofaktor fiir die TVT dar (Baccarelli, Martinelli et al.
2008) und geht mit erhohten Plasmakonzentrationen prokoagulatorischer Proteine wie Faktor
VIII einher (Nemmar, Hoylaerts et al. 2006). Wie in Kapitel 1.2 ausgefiihrt, sind
Inflammation und Gerinnung physiologisch und pathophysiologisch miteinander verbunden,
was fiir die vorliegende Studie von besonderer Bedeutung ist, weil Feinstdube zumindest in
vitro eine proinflammatorische Zytokinantwort induzieren (Kennedy, Ghio et al. 1998):
Dieser Zusammenhang ist in vitro auch in spéteren Studien ausfiihrlich belegt worden (Fujii,

Hayashi et al. 2001), (Baulig, Sourdeval et al. 2003), (Gioda, Fuentes-Mattei et al. 2011).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass abhidngig von GroBe und resultierender
Eindringtiefe der Feinstaubpartikel, die gesundheitlichen Wirkungen und betroffenen

Organsysteme sehr verschieden sein konnen. Die Heterogenitit einer jeden
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Feinstaubpopulation ist extrem grof3 und fiihrt ihrerseits zu spezifischen Effekten hinsichtlich

der gesundheitlichen Wirkung einer bestimmten Feinstaubexposition.
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2. Fragestellung

Feinstaub als Umweltnoxe stellt ein ubiquitdres, globales Gesundheitsrisiko dar. Die
Grundstruktur von Feinstaub (PM, particulate matter) ist heterogen und abhédngig vom
Ursprungort und den Ausgangssubstanzen. Die Klassifizierung erfolgt hdufig auf Basis der
PartikelgroB3e, die fiir die Alveolargéngigkeit und biologische Wirkung von Bedeutung ist. In
der hier verwendeten PM;o-Suspension aus GroBstadtumgebungsstaub sind iiberwiegend
Partikel mit einem aerodynamischem Durchmesser des Bereichs 10 pm bis 1 um enthalten,
wobei Partikel der Grofe 1,03 um die Mehrheit darstellen. Die im Durchmesser kleinsten
Partikel der PM,o-Suspension befinden sich somit nach aktuellem Stand der Forschung an der
physikalischen Grenze zur Féhigkeit, durch die Lungenkapillaren in den Blutstrom zu

penetrieren.

In dieser Studie wurde die proinflammatorische und prothrombogene Wirkung von PM,y auf
das Blut von Patienten mit metastasiertem und fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
untersucht. Nach PM;q.Inkubation venOsen Bluts der Patienten wurde ein Profil der
proinflammatorischen Zytokinantwort erstellt. Zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, dass
Patienten mit metastasiertem oder fortgeschrittenem Pankreaskarzinom  stdrker
proinflammatorisch auf PM;, reagieren als eine gesunde Vergleichsgruppe. Es besteht
wissenschaftlicher  Konsens  dariiber, dass proinflammatorische  Signalmolekiile
prothrombogen wirken. Zweite Hypothese dieser Arbeit ist folglich, dass Blut von Patienten
mit metastasiertem oder fortgeschrittenem Pankreaskarzinom stirker prothrombogen auf

PM, reagiert als Blut einer gesunden Vergleichsgruppe.

Zweck dieser Studie ist, die hohe Inzidenz vendser thromboembolischer Ereignisse bei
Patienten mit metastasiertem oder fortgeschrittenem Pankreaskarzinom hinsichtlich einer
erhohten Vulnerabilitit dieser Patientengruppe gegeniiber der Umweltnoxe PMj

einzuordnen.
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3. Material & Methoden

3.1 Material
3.1.1 Verbrauchsmittel

Bezeichnung

Membranfilter Zefluor

Li-Heparin-Roéhrchen

NaCl 0,9% isoton

Analyslide Polystyrol
47mm

Matrix 1,4 ml Blank tubes

Biirstenkopfe Sensitive
Clean,

FALCON 15 ml Tube

Reaktionsgefifle
Eppendorf Biopur

Insight HB

Safety-Multifly®Kaniilen,

Filterspitzen, MultiGuard
Barrier Tips,

Beschreibung

PTFE mit PMP-Stiitzring,
Porengrofle 1um,
Durchmesser 47 mm
R2PL047

Vacutainer, LH 170 L.U., 10
ml, kein Trenngel, REF
367526

Injektionslésung

Petri dish fiir Membranfilter

PP, round bottom

TubePolystyrene Round-
Bottom Tube, 12 x 75 mm,

PP, Safe-Lock farblos, steril,
einzeln, 0,5, 1,0, 2,0 ml

Hemoglobin Test Strips

0,8 x 19 mm,

steril, RNase-/DNase-u.

pyrogenfrei, Human-DNA u.

PCR-Inhibitor-frei,
LowBinding

0,5-10pl, 1-20ul, NX 1-
200ul, 1-200ul, 100-1000ul,

Hersteller

Pall Laboratory, USA

Becton Dickinson, UK

Fa. B. Braun Melsungen AG,
D

Pall Laboratory, USA

Thermo Scientific, USA

Braun GmbH, D

Corning, USA

Eppendorf, D

ACON Laboratories, Inc.,
USA

Sarstedt, D

SorensonTM BioScience,
Inc., USA
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3.1.2 Gerite

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

BD FACSCantoTM 11, 3- 3-laser, 8-color (4-2-2) BD Biosciences,USA

laser, 8-color (4-2-2)

CASY Cell Counter Model TTC Schirfe System GmbH, D

Sicherheitswerkbank Safe 2020 1.5 Thermo Fisher Scientific
GmbH, USA

CO2-Brutschrank Typ INC 108 Memmert GmbH +Co0.KG,D

Kiihlzentrifuge Heraeus Megafuge 40 R Heraeus GmbH, D

Tischkiihlzentrifuge Sigma  Sigma 1-14K Sigma Laborzentrifugen
GmbH, D

Mikrotiterplatten- Multiskan FC Thermo Fisher Scientific

Photometer Inc., USA"

Low Volume Sampler LVS3 Sven Leckel Ingenieur Biiro
GmbH, D

Zahnbiirste Oral B, Braun GmbH, D

Pipetten Eppendorf Reference, Eppendorf, D

variabel
Insight HB Hemoglobin Testing System, ACON Laboratories, Inc.,

Axio Vert Al, Inverses

Schiittler

OSRAM Germicidal

Inverses
Durchlichtmikroskop

Kamera: AxioCamMR3
UNIMAX 1010

Schiittelfrequenz 30 — 500
1/min

PURITEC HNS 15W UV-
Lampe

USA"

Fa. Zeiss, D

Heidolph, D

Osram, D
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3.1.3 Kits

Bezeichnung

BD Cytometric Bead Array

(CBA)

BD Cytometric Bead Array

(CBA)

Pierce LAL

LEGENDplex™ Multi-
Analyte Flow Assay Kit

3.1.4 Software

Beschreibung

Human Inflammatory

Cytokine Kit (IL-8, IL-6, IL-
Ibeta, TNF-alpha, IL-10, IL-

12p70); Details laut
Hersteller vertraulich

Human Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit (IL-2, IL-4,
IFN-gamma, IL-6, IL-10,

TNF-alpha, IL-17a); Details

laut Hersteller vertraulich

Chromogenic Endotoxin
Quantitation Kit

Human Fibronolysis Panel

(5-plex) Antithrombin,

Plasmin(ogen), Fibrinogen,

Prothrombin, Factor XIII

Hersteller

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

Thermo Scientific, USA

BioLegend, USA

Bezeichnung Beschreibung Hersteller
BD FACSDiva FACS Acquisition & BD Biosciences, USA
Analaysis

Legendplex Software

Graph Pad Prism 8

v. 6.1.3 Software

FCAP ArrayTM v3 Data
Analysis & Acquisition
software

Statistiksoftware

Biolegend, USA

Graphpad Software, Inc,
USA
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3.1.5 Reagenzien

Bezeichnung Beschreibung Herstellung

Concanavalin A Concanavalin aus Canavalia  Sigma-Aldrich, USA
ensiformis)Typ IV-S,
lyophilisiertes Pulver,
aseptische Aufbereitung

Very low Endotoxin Rosswell Park Memorial Biochrom GmbH, D
Medium Institute 1640 Medium
(VLE-RPMI 1640 Medium)

Lipopolysaccharid Serotype O111:B4, Enzo Life Sciences AG, CH

(LPS)aus E. coli, 1mg/ml

Phosphat-gepufferte ohne Ca2+ und Mg2+, low Biochrom GmbH, D

Salzlésung (PBS) endotoxin

PM;y.Suspension Suspension aus gepooltem Umweltmedizinisches Labor,
Grofstadthintergrundstaub, Fachgebiet 11 1.5,
Zubereitung siche Kapitel Umweltbundesamt Berlin, D
3.2.1

3.2 Methoden

3.2.1 Sammlung von PM;, und Herstellung der PM;y-Suspension

Das Kleinfiltergerdt LVS3 der Firma SL wurde mit einem Probenahmekopf fiir die Sammlung
von PMj, bestiickt und auf dem Mitarbeiterparkplatz des Umweltbundesamtes, Dienstsitz
Corrensplatz, in Berlin-Dahlem, Deutschland positioniert. Es wurden Membranfilter Zefluor,
der PorengroBe 1um eingesetzt und nach einer Laufzeit von ca. 21h bis 160h geréitebedingt
gewechselt. Entsprechende der PorengroBe 1um wurde die Staubfraktion PM;y gesammelt.
Der Zeitpunkt der Probenahme erstreckte sich von Juli 2013 bis Dezember 2017. Direkt nach
Ende der Probenahme wurden die PM;o-beladenen Membranfilter bei — 20 Grad Celsius
eingelagert. Um flir die weiteren Experimente eine homogene PM (-Suspension zu erhalten,
wurden die Stdube gepoolt und homogenisiert. Hierzu wurden die Membranfilter aus der
Lagerung in eine sterile Petrischale {iberfiihrt, mit einer Pinzette am randstdndigen
Kunsstoffstiitzring fixiert (Abbildung 9) und mit einer elektrischen Zahnbiirste der Firma
Braun unter Zugabe von 2ml sterilem PBS abgebiirstet. Die erhaltene Suspension wurde in

eine neue Petrischale iiberfiihrt und mit dem ndchsten Membranfilter analog verfahren.
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Abbildung 9:  Gewinnung der PM;y-Suspension.
Der Membranfilter wird mit einer elektrischen Zahnbiirste behandelt und die Partikel hierdurch
in zugegebenem sterilem PBS geldst und so in eine Suspension iiberfiihrt.
3.2.2 Bestimmung der Partikelkonzentration mit dem CASY
Zur Bestimmung der Partikelanzahl und Grofe wurde die PM;o-Suspension mit dem CASY
Cell Counter Model TTC untersucht. 1. Ein CASYcup wurde mit 10ml CASY ton befiillt, die
zu untersuchende Suspension zugegeben, die Probe dreimalig gekippt und unter Vermeidung
von Blasenbildung in eine 45um Messkapillare iiberfiihrt. Die Messung und Analyse der
Messergebnisse erfolgte mit der gerdteeigenen Software. Nach Bestimmung der
Konzentration (particles/ml) wurde die Stammlésung der PM;o-Suspension so in PBS (steril)
verdiinnt, dass die Konzentrationen 1 x 10° vorlag. Diese Aliquots wurden bei — 20 Grad

Celsius gelagert.

3.2.3 Bestimmung des Endotoxingehalts in der PM;(.Suspension mit dem LAL-Test

Um bei der Auswertung der sich anschlieBenden Zytokinmessungen mdogliche
Endotoxinwirkungen der PM,o-Suspension auf die Stimulationstests des Heparinvollbluts
bewerten zu konnen, wurde der Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit der
Firma Pierce durchgefiihrt. Im Assay katalysiert Endotoxin Gram-negativer Bakterien ein
Proenzym des Lumulus Amebocyte Lysate (LAL), welches wiederum proportional zur
enthaltenen Endotoxinkonzentraion ein chromogenes Substrat aktiviert. Die Korrelation der
photometrisch zu messenden Absorbance ist linear zur Endotoxinkonzentration. Durch
Anfertigung einer Standardkurve kann diese quantifiziert. Es wurden strikt die

Herstellerangaben zur Durchfiihrung des Kits befolgt.

3.2.4 Stimulationstest mit Heparinvollblut

Vollblut von gesunden Probanden und Patienten Pankreaskarzinom (Beschreibung der
Studienpopulation siehe unten) wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen mit PMj,.
Suspension inkubiert (bei 37.0 Grad C°, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit in CO,-Brutschrank

Typ INC 10 Memmert). Ziel war die Bestimmung von Entziindungsmarkern und
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Gerinnungsfaktoren im Uberstand nach 4h und nach 20h. Es wurde die PM,,-Konzentration 1
x 10° particles/ml eingesetzt. Ein Teil der PMo-Suspensionen wurde vor Inkubation 2h mit
UV-Strahlung (OSRAM Germicidal PURITEC HNS 15W) unter der Sterilbank
mikrobiologisch inaktiviert, um einerseits bei Inkubation iiber 20 h einen bakteriellen
Uberwuchs zu verhindern und um andererseits mdgliche Endotoxineffekte im Vergleich von
nicht UV-behandeltem Staub untersuchen zu konnen. Als Positivkontrollen dienten
Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli, Firma Enzo Life Sciences und Concanavalin A, (ConA)
Sigma-Aldrich. LPS wurde in einer Konzentration von 500 pg/ml, ConA mit 100 pg/ml
eingesetzt. ConA ist als zusétzliche Positivkontrolle fiir die T-Zellzytokine IL-2, [FN-gamma
und IL-10 benutzt worden, da es in seiner Eigenschaft als Lektin Riickschliisse auf eine
effiziente Antigenprdsentation und somit Immunkompetenz im Arm der erworbenen

Immunitat zulasst.

Versuchsaufbau/-ablauf
Die folgenden Arbeitsschritte wurden in der Sterilwerkbank unter Beachtung steriler

Arbeitsweise und mit pyrogenfreien Materialien durchgefiihrt. Steriles Zellkulturmedium
(RPMI/Glut, very low Endotoxin) wurde in 15ml Falcon-Tubes (FALCON 15 ml Polystyrene
Round-Bottom steril, pyrogenfrei) vorgelegt, 150 ul PM,o-Suspension der Endkonzentration 1
x 10° unter Nachspiilen der Pipettenspitzen zugegeben (analog hierzu LPS, ConA und PBS als
Negativkontrolle). Anschlieend wurden 250ul Vollblut aus Heparin-Réhrchen tiberfiihrt und
das Falcon-Tube nach Blutzugabe vorsichtig 4-5 Mal gekippt, bis die Blutzellen sich
homogen in vorgelegter Losung verteilt haben. Inkubation der Falcon-Tubes verschlossen,
senkrecht im Brutschrank bei 37° Celsius, 5 % CO2 und 95% rel. Luftfeuchte fiir 4h und 20h.
Im néchsten Schritt wurden die Proben der Vollblutinkubation aus dem Inkubator
entnommen, vorsichtig mehrfach durchmischt und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Die

Uberstéinde wurden bei -20° C gelagert.

3.2.5 Auswahl und Rekrutierung der Patienten

Fir die Gruppe der Pankreaskarzinompatienten wurden Patienten an der Hadmatologisch-
Onkologischen Hochschulambulanz der Charité - Universititsmedizin Berlin, Med. Klinik m.
S. Hamatologie und Onkologie, Campus Virchowklinikum zwischen November 2017 und
Juni 2018 aufgesucht. Es existiert ein Ethikvotum (Nummer EA1/148/17) bewilligt durch den
Ausschuss der FEthikkommission CCM Charit¢ — Universititsmedizin Berlin. Alle
teilnehmenden Patienten wurden aufgekldrt und stimmten der Nutzung ihrer Daten zu
Studienzwecken zu. Alle teilnehmenden Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Abnahme

von 10 ml Blut (Li-Heparin-Réhrchen Vacutainer, BD) entweder im metastasierten oder lokal
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fortgeschrittenen Stadium ihrer Tumorerkrankung. Sie verfiigten iiber mindestens 100
Thrombozyten/nl und 3,57 Leukozyten/nl. Die Blutentnahme erfolgte iiber einen in situ
befindlichen vendsen Port-Katheter. Die Blutproben wurden bei Raumtemperatur und vor

Licht geschiitzt innerhalb maximal 60 min in das Labor verbracht.

Gemcitabin + nein metastasiert nein
nab-Paclitaxel

2 Gemcitabin nein metastasiert nein 5.65

3 Gemcitabin + nein metastasiert nein 3.98
nab-Paclitaxel

4 Gemcitabin + TVT metastasiert Apixaban 7.63
nab-Paclitaxel

5 Gemcitabin + BVT metastasiert Rivaroxaban 7.3
nab-Paclitaxel

6 Gemcitabin VPT metastasiert nein 6.97

7 5-Fluorouracil + LAE fortgeschritten NMH 5.44
Folinsaure +
Oxaliplatin

8 Gemcitabin + nein metastasiert Edoxaban 5.29

nab-Paclitaxel

9 5-Fluorouracil + nein metastasiert nein 9.97
Folinsdure +
Oxaliplatin

10 Gemcitabin + nein metastasiert Marcumar 7.23

nab-Paclitaxel

11 Gemcitabin + nein metastasiert nein 13.08
nab-Paclitaxel

12 Gemcitabin + nein metastasiert nein 3.57
nab-Paclitaxel

Tabelle 3:  Charakterisierung der in die Studie eingeschlossenen Patienten.
Angegeben sind das letzte Chemotherapieregime, stattgehabte vendse Thromboembolien (VTE)
mit TVT (tiefe Venenthrombose Unterschenkel), BVT (Beckenvenenthrombose), VPT
(Thrombose der Vena portae, LAE (Lungenarterienembolie), das Krankheitsstadium, Art der
Antikoagulation und die Leukozyten bestimmt aus EDTA-Blut.

3.2.6 Auswahl und Rekrutierung der gesunden Probanden
Fir die Gruppe der gesunden Probanden wurde aus dem Mitarbeiterkreis des

Umweltbundesamts, Dienstsitz Corrensplatz Berlin auf Basis eines separaten Ethikvotums
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rekrutiert. Alle Probanden wurden aufgekldart und stimmten der Nutzung ihrer Daten zu
Studienzwecken zu. Es wurden nur Probanden eingeschlossen, bei denen anamnestisch keine
aktive Tumorerkrankung vorlag. Die Entnahme von 10 ml Blut erfolgte wie bei der
Patientengruppe in Li-Heparin-Ré. Vacutainer, des Herstellers BD {iber die Punktion einer

peripheren Vene am Unterarm unter Vermeidung ldngerer Stauungszeiten.

Alter 45+ 10,5 69 £ 6,0
Geschlecht 4-M/9-W 8-M/4-W
Hamoglobin g/dl 15,1 +1,35 11,49+ 1,5

Tabelle 4:  Beschreibung der beiden Studienpopulationen.

Dargestellt sind jeweils das arithmetische Mittel (Durchschnitt) und die Standardabweichung (in

Jahren fiir das Alter und in g/dl fiir die Himoglobinkonzentration). Das Geschlecht wird in

absoluten Zahlen angegeben, M = ménnlich, W = weiblich.
3.2.7 Zytokinmessungen mit Cytometric Bead Array (CBA)-Technologie
Mit dem Cytometric Bead Array (CBA)-des Herstellers BD wurden unter Verwendung des
Human Inflammatory Cytokine Kit in den Uberstinden der Vollblutkulturen (siehe 2.1.4) die
16slichen Immunmediatoren (Zytokine) Interleukin-12 p70 (IL-12 p70), Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-alpha), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1beta (IL-18) und
Interleukin-8 (IL-8) quantifiziert. Die 16slichen Immunmediatoren von Interesse wurden
mittels spezifischer monoklonaler Antikdrper an Beads definierter Grofe und
Fluoreszenzmarkierung gebunden (sogenannte Capture-Beads). AnschlieBend wurden sie
mittels fluoreszierender Detektions-Antikorper markiert und durchflusszytometrisch
gemessen (FACS Fluorescence activated cell sorting). Mit der FACSDivaTM 6.1.3 Software
erfolgte die Datenerfassung am Durchflusszytometer FACSCanto II, 3-laser, 8-color (4-2-2)
Durch Mitfiihrung einer Standardverdiinnungsreihe erfolgte die Umrechnung der
Fluoreszenzintensitidten in entsprechende Zytokinkonzentrationen. Die Testauswertung
erfolgte mit der FCAP ArrayTM Software. Der Kit wurde unter strikter Einhaltung der
Herstellervorgaben bearbeitet und ausschlieBlich Reagenzien des Kits verwendet. Kurz

zusammengefasst wurde wie folgt vorgegangen:

Nach Ansetzen der seriellen Standardverdiinnungsreihe mit lyophilisiertem Standard und
Mischen der 6 Capture Bead-Losungen zu einer Stammsuspension, wurde das Probenmaterial

hinzugefiigt. Mit den Proben aus der Standardverdiinnungsreihe wurde analog verfahren.
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AnschlieBend erfolgte die Zugabe der vorgegebenen Menge an PE Detection Reagent pro
Messansatz. Nach griindlicher Resuspension wurden die Ansdtze 3h im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit mitgeliefertem Waschpuffer
und Zentrifugation des Beadpeletts. Das wiederum in Waschpuffer geloste Beadpellet wurde
zur Messung mit FACSDivaTM 6.1.3 Software am Durchflusszytometer FACSCanto 11
verwendet. Mit dem Human Inflammatory Cytokine Kit wurden ausschlieBlich Proben aus den
Uberstinden analysiert, die 4h inkubiert worden sind, weil diese Zytokine in diesem

Zeitfenster erfahrungsgemal zu erwarten sind.

T-Zell-Zytokine bendtigen linger, bis sie im Uberstand einer Vollblutkultur gemessen werden
konnen. Aus diesem Grund wurde das CBA Human Thl/Th2/Thl7 Kit des gleichen
Herstellers (BD)genutzt, um die Proben aus den Uberstinden zu analysieren, die 20h
inkubiert worden sind. Hiermit wurden die Zytokine Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-4 (IL-4),
Interferon-gamma  (IFN-gamma), Interleukin-6  (IL-6), Interleukin-10  (IL-10),
Tumornekrosefaktor- alpha (TNF-alpha) und Interleukin-17A (IL-17A) unter Verwendung
der entsprechenden monoklonalen Antikérper gemessen. Nach 20h Inkubation der
Vollblutkulturen stellten wir in Vorexperimenten deutlich mehr Zelldebris fest als nach 4h. Im
Zuge der Optimierung der Messqualitét fligten wir vor der Messung und Resuspension des
Beadpellets bei Bearbeitung des CBA Human Thil/Th2/Thl7 Kit zwei zusitzliche
Zentrifugationsschritte ein. Nach dem zweiten Waschschritt wurde das Beadpellet nochmal
resuspendiert und fraktioniert 1 x 5 min bei 1500 rpm und direkt im Anschluss 1 x 5min bei

2000 rpm zentrifugiert und ein letztes Mal resuspendiert.

3.2.8 Messung von Gerinnungsfaktoren mit Multiplex Bead Array-Technologie

Zur Messung der Gerinnungsfaktoren Fibrinogen, Antithrombin, Plasminogen/Plasmin,
Prothrombin und Faktor VIII wurde das Legendplex Kit Human Fibrinolysis Panel des
Herstellers BioLegend verwendet. Er basiert auch dem gleichen molekularbiologischen
Prinzip wie der in 2.1.6 beschriecbene CBA Kit. Zur Messung wurden das gleiche
Durchflusszytometer und die gleiche Software benutzt. Die Testauswertung erfolgte mit der
vom Hersteller lizenzierten Software LEGENDplex v.8.0. Wir folgten bei der Durchfiihrung
des Kits weitgehend den Herstellervorgaben. Es wurde eine Standardreihe angefertigt, eine
Pufferlosung in 96 well Platte vorgelegt, die 1:500 verdiinnten Proben aus den
Vollblutstimulationen mit 4h Inkubationsdauer zugefiigt und die bei Lieferung bereits
gemischten Beads (Human Fibrinolysis Panel Premixed Beads) hinzugegeben. Abweichend
vom Herstellerprotokoll folgte ein Inkubationsschritt lichtgeschiitzt iiber Nacht (17 h) bei 4
Grad C ° auf dem Schiittler bei 500 rpm. Anschlieend wurde die 96 well Platte bei 1100 rpm
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fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand mit einer einmaligen Bewegung verworfen.
Anschliefend wurde ohne die Platte zu drehen, die iiberfliissige Fliissigkeit kurz auf einem
sauberen Papiertuch, ablaufen gelassen, um das labile Pellet nicht zu gefdhrden. Es folgten
zwei Wasch- und Zentrifugationsschritte mit Waschpuffer des Herstellers. Im nichsten Schritt
wurde der Detektionsantikorper zum Pellet gegeben, fiir 60 min bei Raumtemperatur bei 500
rpm auf dem Schiittler inkubiert und ohne weiteren Waschschritt die Losung mit Streptavidin-
Phycoerythrin (PE) zugegeben. Nach erneuter Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur auf
dem Schiittler bei 500 rpm und Zentrifugation folgten zwei weitere Waschschritte und
Resuspension des Pellets in 200 pl Waschpuffer. Die resuspensierten Pellets konnten dann zur
Messung in Matrix Tubes iiberfiihrt werden. Nach Anpassung der entsprechenden
Einstellungen in der Software des Durchflusszytometers, erfolgte die Messung von

mindestens 3000 Beads pro Probe.

3.2.9 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurde die Prism 8 Graphpad Software benutzt (siche oben).
Es kam fiir alle Analysen, bei denen die Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom mit der
gesunden Kontrollgruppe verglichen wurde, der Man-Whitney-U-Test auf Signifikanz zum
Einsatz. Es handelt sich um einen nichtparametrischen Test zum Vergleich zweier
unabhingiger Stichproben. Es wurden Signifikanzniveaux zwischen p < 0.01 bis p < 0.05

gewihlt, die jeweils in den Abbildungstexten benannt werden.

Beim Vergleich der proinflammatorischen Wirkung der UV-behandelten versus der nicht-
behandelten PM,o-Suspension innerhalb der Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom,
wurde der Wilcoxon matched-pairs-Test auf Signifikanz eingesetzt. Dieser nichtparametrische
Test priift zwei gepaarte Stichproben hinsichtlich ihrer Gleichheit der verbundenen
Grundgesamtheiten. Das bedeutet, dass durch die Anwendung des Tests zwei identische
Blutproben eines Patienten mit unterschiedlicher PM(-Suspension stimuliert wurden und die
gemessenen Werte gepaart in die Grundgesamtheit aller analysierten Blutproben innerhalb der

Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom einflossen.

Zur Darstellung kommt in jeder statistisch ausgewerteten Abbildung eine vertikale Box-
Whisker-Plot Darstellung. Innerhalb der Box liegen 50% der erhobenen Messwerte. Daraus
folgt, je linger die Box, desto groBer die Streuung um den Median, der n = Zahl der
Messwerte in jeweils 50% oberhalb und unterhalb des Medians aufteilt. Die Whiskers (engl.

»Antennen*) der Box-Whisker-Plot Darstellung wurden benutzt, um den jeweils kleinsten
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(Whisker unterhalb des Medians) und groften (Whisker oberhalb des Medians) Messwert im

Datensatz zu prasentieren.

Ziel der fiir diese Arbeit gewéhlten Darstellung der statistischen Auswertung ist, auf derselben
Skala unter Beriicksichtigung der Streuung um den Median einen Vergleich zwischen den

beiden Datensétzen zu ermoglichen.
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4. Ergebnisse

4.1 Proinflammatorische Zytokine in Heparinvollblut nach 4h Stimulation
mit UV-behandelter PM,,-Suspension

Aus Vorarbeiten von Wissenschaftlern (Bossmann, Bach et al. 2016) des

Umweltbundesamtes ist bekannt, dass PM;, eine proinflammatorische Immunantwort

induzieren kann In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, ob Patienten mit

Pankreaskarzinom stdrker proinflammatorisch auf PM;o-Exposition reagieren als gesunde

Probanden.

Es wurde fiir alle Stimulationsexperimente mit Heparinvollblut die gleiche PM;y-Suspension
der Konzentration 10° particles/ml eingesetzt und als Positivkontrolle LPS benutzt. PBS
diente als Negativkontrolle. Der Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.7 ausfiihrlich beschrieben.
Untersucht wurden die entsprechenden Uberstéinde nach 4h Inkubation des Heparinvollbluts
mittels CBA-Technologie unter Verwendung des Human Inflammatory Cytokine Kit von BD.
Weder in den Ansdtzen des Heparinvollbluts, die mit LPS stimuliert wurden, noch in den
Ansitzen, die mit der PMo-Suspension stimuliert wurden, konnte nach 4h IL-10 oder IL-

12p70 nachgewiesen werden.

IL-8 jedoch (Abbildung 10a) wurde in der Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom nach
Stimulation mit UV-behandelter PM;o-Suspension signifikant (p = 0.02, Man-Whitney -U -
Test) starker exprimiert als in der Gruppe der gesunden Probanden. In der Gruppe der
Patienten féllt eine deutlich groere Streuung sowohl im oberen und unteren Quartil um den
Median, als auch oberhalb der 75.Perzentilen und unterhalb der 25. Perzentilen auf. Im
Gegensatz hierzu weist die Gruppe der gesunden Probanden eine sehr geringe Streuung auf.
Gemessen am Median liegt die Konzentration von IL-8 bei den Patienten mit
Pankreaskarzinom bei 1712 pg/ml, bei den gesunden Probanden liegt der Median nur bei 938
pg/ml. In den Negativkontrollen mit PBS sind kaum messbare Konzentrationen an IL-8
nachweisbar gewesen. Auch IL-6 ist in der Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom in
signifikant hoherer Konzentration messbar als in der Gruppe der gesunden Probanden. Wie im
Fall von IL-8 ist die Streuung in der Gruppe der Patienten deutlich groBBer. Bei den gesunden
Probanden findet sich der Median am untersten Ende der Box, d. h. die Streuung zwischen der
25. Perzentilen und dem Median ist deutlich geringer. Der Median bei den gesunden
Probanden liegt bei 211 pg/ml, der Median der Patienten mit Pankreaskarzinom ist doppelt so
hoch und liegt bei 397 pg/ml. Auch im Fall von IL-6 fiihrt PBS in der Negativkontrolle nur zu

minimalen IL-6-Konzentrationen.
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Zusammenfassend kann fiir IL-8 und IL-6 gesagt werden, dass die Zytokinantwort von
Patienten mit Pankreaskarzinom nach Stimulation mit einer PM,o-Suspension in vitro
signifikant stdrker, ndmlich fast doppelt so stark ist als in einer Gruppe gesunder Probanden,

bei denen keine aktive Tumorerkrankung bekannt ist.

Bei der Betrachtung der Messwerte von TNF-alpha (Abbildung 10c) fallt auf, dass dhnlich
wie bei IL-6 und IL-8 die Streuung um den Median und auch die Extrema bei den gesunden
Probanden deutlich kleiner sind als bei den Patienten mit Pankreaskarzinom. Der Median liegt
mit 279 pg/ml bei den Patienten hoher als bei den gesunden Probanden mit 222 pg/ml. Die
Negativkontrollen mit PBS liegen in beiden Gruppen im kaum messbaren Bereich. IL-1beta
(Abbildung 10d) wurde in beiden Gruppen in sehr niedrigen Konzentrationen sezerniert. Die
Streuung der Messwerte war sowohl bei den Patienten mit Pankreaskarzinom als auch den
gesunden Kotrollen grof3, wéhrend sich der Median dhnelte. Er lag bei den Patienten bei 10
pg/ml und bei den gesunden Probanden bei 7.8 pg/ml. Interessanterweise gab es fiir IL-1beta
in den Vollblutiiberstinden der Patienten auch welche, die iiberhaupt kein Zytokin
produzierten. In der Gruppe der gesunden Probanden hingegen konnten als einziges der
untersuchten Zytokine auch in den Negativkontrollen, die mit PBS stimuliert wurden, IL1-
beta-Konzentrationen gemessen werden, die in der gleichen GroBenordnung wie die

gemessenen Konzentrationen nach Stimulation mit PM;o-Suspension lagen.

Zusammengefasst deutet dies auf eine Messung unspezifischer Hintergrundexpression von
IL1-beta hin, die auf die kurze Inkubationszeit von 4h zuriickzufiihren ist und in Kapitel 5

diskutiert werden soll.



4 Ergebnisse 35

IL-8 IL-§ =3 Patienten
4000 » 600 » =1 gesunde Probancen
. S e
—
3000+ 600
izooo- imo.
1000 é 200 *
0 T —T 0 T T — ™
3 9 S ) 3 ] N ]
d. RN b. S S
& ™ & &
TNF-alpha IL-1beta
800~ 37
20
6004
154
T E
?400 '2 10+
H & g 1
0 0 -.:ll._ T
=3

Abbildung 10: Expression von IL-8, IL-6, TNF-alpha und IL-1beta in Heparinvollblut nach Stimulation
mit PM,-Suspension fiir 4h.
Die Ansidtze von n = 12 gesunden Probanden und n = 12 Patienten (Patienten mit
Pankreaskarzinom) wurden 4 h bei 37 °C und 5.0% CO, im Brutschrank mit UV-behandelten
10° particles/ml stimuliert. PBS diente als Negativkontrolle. Im Uberstand nach Zentrifugation
wurde mittels CBA im Durchflusszytometer die Expression der Zytokine quantitativ bestimmt.
Darstellung als Box-Whisker-Plot mit Median, oberes und unteres Quartil innerhalb der Box,
Whiskers mit Minimum und Maximum. Man-Whitney-U —Test auf Signifikanz p = 0.02.

4.2 Proinflammatorische Zytokine in Heparinvollblut nach 20h
Stimulation mit UV-behandelter PM;,-Suspension

In Kapitel 4.1 dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Stimulation von Heparinvollblut mit UV-
behandelter PMo-Suspension iiber 4h bei Patienten mit Pankreaskarzinom eine fast doppelt
so hohe Sekretion von IL-6 verursacht als bei gesunden Probanden. Es sollte nun iiberpriift
werden, ob auch nach lidngerer Inkubationszeit Unterschiede nachweisbar sind. In einem
analogen Versuchsaufbau und mit Proben aus denselben Blutentnahmen, die fiir die 4h-
Inkubationen benutzt wurden, sind Uberstéinde nach 20 h Inkubation abgenommen worden.
Es wurde ebenfalls mit CBA-Technologie unter Nutzung des Human Th1/Th2/Thl7 Cytokine
Kit von BD IL-6 und TNF-alpha gemessen. Abbildung 1la zeigt deutlich, dass die
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Konzentration von IL-6 in beiden Gruppen nach 20h deutlich héher ist als nach 4h. Bei den
Pankreaskarzinompatienten hat sich der Median um das 6.5-fache von 397 pg/ml auf 2567
pg/ml erhoht. Auch bei den gesunden Probanden kam es zu einer massiven, fast 10-fachen
Steigerung der proinflammatorischen Antwort in Form von IL-6 (im Median von 211 pg/ml
auf 2036 pg/ml). Die Streuung vergroBerte sich in beiden Gruppen, bei den gesunden
Probanden jedoch in weit groBerem Ausmal. Obwohl die Mediane, verglichen mit der
Situation nach 4h Inkubation, sich anndhern, ist bei Betrachtung des oberen und des unteren
Quartils der Gruppe der gesunden Probanden offensichtlich, dass 75% der untersuchten
Blutproben unterhalb des Medians der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten liegen. Im
groBen Unterschied zu IL-6 ist die Konzentration an TNF-alpha (Abbildung 11b) in beiden
Gruppen nach 20h nur minimal verdndert verglichen mit den Konzentrationen nach 4h
Inkubation. Bei den gesunden Probanden ist der Median von 222 pg/ml gestiegen auf 240
pg/ml nach 20h, bei den Patienten hingegen von 279 pg/ml gefallen auf 254 pg/ml.

Zusammengefasst liegt nach 20 h verglichen mit 4h Inkubationszeit eine massive Erhohung
der Konzentration von IL-6. Die Konzentration von TNF-alpha dagegen bleibt nach 20h
nahezu unverdndert verglichen mit 4h Inkubationszeit. PBS diente als Negativkontrolle und

war in beiden Gruppen auch nach 20h im kaum messbaren Bereich (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Expression von IL-6 und TNF-alpha in Heparinvollblut nach Stimulation mit PM;,-
Suspension fiir 20h.
Die Ansitze von n = 12 gesunden Probanden und n = 12 Patienten (Patienten mit
Pankreaskarzinom) wurden 20h bei 37 °C und 5.0% CO, im Brutschrank mit UV-behandelten
10° particles/ml stimuliert. PBS diente als Negativkontrolle (nicht abgebildet, siche Text). Im
Uberstand nach Zentrifugation wurde mittels CBA im Durchflusszytometer die Expression der
Zytokine quantitativ bestimmt. Darstellung als Box-Whisker-Plot mit Median, oberes und
unteres Quartil innerhalb der Box, Whiskern mit Minimum und Maximum.
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4.3 T-Zell Zytokine IL-2, IL-10 und IFN-gamma in Heparinvollblut nach
20 h Stimulation mit UV-behandelter PM;,-Suspension

In einem néchsten Schritt sollte der Frage nachgegangen werden, ob neben der angeborenen
Immunitat, reprasentiert durch die Zytokine IL-6, IL-8, TNF-alpha und IL1-beta auch der
adaptive Arm des Immunsystems durch die verwendete PMo-Suspension, reprisentiert durch
klassische T-Zellzytokine wie IL-2, IFN-gamma und IL-4, aktiviert wird. Zusidtzlich wurde
IL-10 gemessen, dem auch und gerade als T-Zellzytokin eine regulative Funktion in der
Kontrolle und Begrenzung einer Immunantwort zukommt (Ng, Britton et al. 2013). Die
Versuche wurden in 20 h-Inkubationsansitzen durchgefiihrt und die Uberstinde aus den
Heparinvollblutstimulationen analog zu der Vorgehensweise fiir die 4h-Inkubationen
bearbeitet. Zur Messung der Zytokine IL-2, IFN-gamma, IL-4 und IL-10 wurde das Human
Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit von BD benutzt. Die Ergebnisse fiir IL-6 und TNF-alpha wurden
im vorherigen Kapitel 4.2 vorgestellt. Aus technischen Griinden, die trotz intensiver
Kommunikation und Konsultation des Herstellers nicht gelost werden konnten, existieren
keine Ergebnisse flir das Zytokin IL-17. Fiir IL-4 wurden sowohl nach Stimulation mit PM;-
Suspension als auch durch die Positivkontrolle ConA ausschlieBlich kaum messbar niedrige

Konzentrationen gemessen (Daten nicht abgebildet).

In Abbildung 12a sind die Konzentrationen des Th-1-Zytokins IFN-gamma nach 20h
Stimulation dargestellt. Nach Stimulation mit PM;¢-Suspension konnte in der Gruppe der
Patienten mit Pankreaskarzinom keinerlei IFN-gamma gewesen werden. Bei den gesunden
Probanden ergab sich ein Median von 7.69 pg/ml, was einer schwachen Expression
entspricht. Die Negativkontrolle PBS ergab bei den Pankreaskarzinompatienten keinerlei
messbare Konzentration, in der Gruppe der gesunden Probanden jedoch ist eine IFN-gamma-
Konzentration von 5.2 pg/ml messbar gewesen, die sich somit kaum von der Konzentration
nach Stimulation mit PM;o-Suspension unterschied. Die Positivkontrolle ConA welches als
Lektin ein potenter T-Zellaktivator ist (Palacios 1982), induzierte in gesunden Probanden eine
signifikant stirkere IFN-gamma-Antwort als in den Patienten mit Pankreaskarzinom (P =
0.05, Man- Whitney U-Test). Im Median lag die IFN-gamma Konzentration bei den Patienten
bei knapp 36 pg/ml, bei den gesunden Probanden bei 104 pg/ml. Abgesehen von einem
Extremwert (600 pg/ml) war die Streuung in der Gruppe eher gering und im oberen und
unteren Quartil um den Median gleichverteilt (Abbildung 12a). Fiir IL-2 als klassischem
Vertreter eines Pan-T-Zellzytokins ist die Immunantwort derjenigen von IFN-gamma sehr
dhnlich. Die PM,¢-Suspension 10ste keinerlei messbare IL-2-Produktion in der Gruppe der

Pankreaskarzinompatienten aus, wéihrend bei den gesunden Probanden eine schwache IL-2-
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Produktion von im Median 9.9 pg/ml gemessen werden konnte. Nach Stimulation mit ConA
wurden bei den Pankreaskarzinompatienten im Median 89 pg/ml IL-2 gemessen. Bis auf
einen Minimumwert bei 9.0 pg/ml zeigten alle Patienten eine addquate Immunantwort auf die
Positivkontrolle ConA, was einen Unterschied zum Zytokin IFN-gamma darstellt. Bei diesem
wiesen mehrere Patienten eine sehr schwache Sekretion auf. In der Gruppe der gesunden
Probanden lag der Median nach ConA-Stimulation mit 145 pg/ml deutlich hdher als bei den

Pankreaskarzinompatienten.

Zusammengefasst zeigten weder die Patienten noch die gesunden Probanden im in vitro
Experiment mit Heparinblut eine nennenswerte Sekretion von IL-2 oder IFN-gamma in
Antwort auf PM,o-Suspension. Nach Stimulation mit ConA zeigten sich jedoch bei beiden
Zytokinen grof3e Unterschiede.

Die Messungen von IL-10 ergaben, dass nach Stimulation mit PMj,-Suspension in der
Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom signifikant hoéhere IL-10-Konzentrationen
(Median 29 pg/ml versus 17.5 pg/ml, p < 0.05) vorlagen als in der Gruppe der gesunden
Probanden. Noch extremer fielen die Unterschiede nach Stimulation mit ConA aus.
Uberraschenderweise ist hier die Konzentration von IL-10 in der Gruppe der gesunden
Probanden hoch signifikant (p < 0.01) hoher als in der Gruppe der Patienten. (Median 63
pg/ml versus 17 pg/ml). Es ist festzustellen, dass die PM,o-Suspension in der Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten eine deutlich stiarkere IL-10-Antwort induzierte als die
Positivkontrolle ConA. In der Gruppe der gesunden Probanden ist das Gegenteil der Fall, d. h.

ConA induzierte eine fast 4-fach stirkere Sekretion von IL-10 als die PM;(-Suspension.

Zusammengefasst ist PM) in diesem in vitro Ansatz mit Heparinvollblut in der Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten ein deutlich potenterer Ausloser von IL-10 als im Heparinvollblut

gesunder Probanden.
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Abbildung 12:

Expression von IL-2, IFN-gamma und IL-10 in Heparinvollblut nach Stimulation mit
PM,y-Suspension fiir 20h.

Die Ansitze von n = 12 gesunden Probanden und n = 12 Patienten (Patienten mit
Pankreaskarzinom) wurden 20h bei 37 °C und 5.0% CO, im Brutschrank mit UV-behandelten
10° particles/ml stimuliert. PBS diente als Negativkontrolle, ConA (100ug/ml) als
Positivkontrolle. Im Uberstand nach Zentrifugation wurde mittels CBA im
Durchflusszytometer die Expression der Zytokine quantitativ bestimmt. Darstellung als Box-
Whisker-Plot mit Median, oberes und unteres Quartil innerhalb der Box, Whiskern mit
Minimum und Maximum. Man-Whitney-U —Test auf Signifikanz p * = 0.05, p** = 0.01.

4.4 Gerinnungsfaktoren Antithrombin, Plasminogen/Plasmin,
Prothrombin und Faktor XIII in Heparinvollblut nach 4 h Stimulation
mit UV-behandelter PM,,-Suspension

Ausgehend von der in der Einleitung skizzierten, physiologisch wie pathophysiologisch gut

untersuchten Verkniipfung von Gerinnung und Inflammation, war es Ziel dieser Arbeit neben

der Inflammation auch die Konzentration von Gerinnungsfaktoren als Endpunkt zu

untersuchen. Es wurde fiir die gesamte Studie eine gepoolte, identische PM;o.Suspension

verwendet, um der Heterogenitéit unterschiedlicher Feinstaube hinsichtlich partikuldrer und

partikelgebund

ener Komponenten gerecht zu werden. Unter Verwendung des Legendplex Kit

Human Fibrinolysis Panel wurden mittels Bead Array, der methodisch analog zur CBA-

Technologie aufgebaut ist, die in Abbildung 13 gezeigten Gerinnungsfaktoren Antithrombin,

Plasminogen/Plasmin, Prothrombin und Faktor XIII gemessen. Fibrinogen, welches auch im
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Panel des Kits enthalten war, lieferte inkonsistente Ergebnisse, so dass diese Daten nicht
ausgewertet werden konnten. Es wurden fiir die Bestimmung der Gerinnungsfaktoren

identische Proben benutzt, aus denen auch die Zytokine bestimmt wurden.

Die in Abbildung 13a dargestellten Daten zeigen, dass Antithrombin bei Patienten mit
Pankreaskarzinom in den mit PBS inkubierten, d. h. unbehandelten Proben signifikant hoher
konzentriert vorliegt als bei den gesunden Probanden (Median 12551 ng/ml versus 10030
ng/ml, Man-Whitney-U-Test, p < 0.01). Weiter zeigen die Analysen, dass innerhalb der
jeweiligen Kohorte ,,Patienten mit Pankreaskarzinom* versus ,,gesunde Probanden‘ weder die
Stimulation mit PM;o-Suspension noch mit LPS die Konzentration von Antithrombin im
Vergleich zur Negativkontrolle PBS veridndern, Der Median ist jeweils fiir PM;o UV, PBS
und LPS innerhalb der Gruppe nahezu gleich, beim Gruppenvergleich jedoch fillt auf, dass
bei den gesunden Probanden die Antithrombinkonzentration auf niedrigerem Niveau als in der

Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom vorliegt.

Der verwendete Array kann nicht zwischen Plasmin und Plasminogen unterscheiden, so dass
sich Abbildung 13b auf beide Molekiile bezieht. Es fillt auf, dass Plasmin/Plasminogen weder
in der Gruppe der Patienten noch in der Gruppe der gesunden Probanden bei Inkubation mit
PM,o UV, PBS und LPS mehr als nur sehr geringfiigige Verdnderungen aufwies. Bei PBS und
PM;; UV lag der Median aller 12 untersuchten Uberstinde von Proben der
Pankreaskarzinompatienten bei ca. 13000 ng/ml, nach Stimulation mit LPS leicht darunter
11260 ng/ml. Die gesunden Probanden wiesen sehr dhnliche Werte im Median (PBS 1170
ng/ml, PM;o UV 12454 ng/ml, LPS 12343 ng/ml) auf.

Bei den gemessenen Prothrombinkonzentrationen (Abbildung 13c) gibt es jedoch grof3e
Unterschiede zwischen den Gruppen der Patienten und gesunden Probanden. Nach 4 h
Inkubation des Heparinbluts mit PBS liegt die Prothrombinkonzentration bei den
Pankreaskarzinompatienten im Median bei 7799 ng/ml, bei den gesunden Probanden nur bei
5171 ng/ml. Dieser Unterschied ist statistisch hochsignifikant (Man-Whitney-U-Test p <
0.01). Diese Unterschiede bleiben bei Stimulation mit PM;o UV bestehen (7181 ng/ml versus
5670 ng/ml), ohne sich zu verdndern (siche Kapitel Diskussion). LPS-Stimulation fiihrte zu
einer leichten, statistisch nicht signifikanten Reduzierung der gemessenen Konzentrationen an

Prothrombin (Median bei Patienten 6678 ng/ml versus 5549 ng/ml bei gesunden Probanden).

Bei Betrachtung von Abbildung 13d wird auf den ersten Blick deutlich, dass die Faktor XIII-
Spiegel nach 4 h Inkubation des Heparinbluts sich sowohl nach Stimulation mit PM,o UV als

auch mit PBS zwischen den beiden untersuchten Gruppen stark unterscheiden. In den
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analysierten Uberstinden des Heparinbluts der Pankreaskarzinompatienten lassen sich nach
Inkubation mit PBS 2675 ng/ml Faktor XIII nachweisen, bei den gesunden Probanden 1907
ng/ml im Median. Dieser Unterschied ist statistisch hochsignifikant (Man-Whitney-U-Test p
< 0.01). Der Unterschied bleibt, dhnlich wie bei Prothrombin, auch nach Stimulation mit
PM,, UV bestehen und liegt im Median in der Gruppe der Patienten bei 2264 ng/ml, bei den
gesunden Probanden im Median bei 1884 ng/ml (Man-Whitney-U-Test, p = 0.03). LPS
scheint auf die Factor XIII-Konzentration kaum einen Einfluss zu haben. Die Werte sind bei
den Proben der Pankreaskarzinompatienten im Median bei 2206 ng/ml, also leicht vermindert
im Vergleich zum Ansatz mit PBS. In der Gruppe der gesunden Probanden finden sich nach

LPS-Stimulation leicht erhohte Faktor XIII-Konzentrationen (Median 2100 ng/ml).

Zusammengefasst liegen in allen drei Ansdtzen (PBS, LPS und PM;y UV) die gemessenen
Konzentrationen von Faktor XIII, Prothrombin und Antihrombin im Median in der Gruppe
der Pankreaskarzinompatienten deutlich {iber denen der Gruppe der gesunden Probanden. Der
Effekt von PM;(UV auf die gemessenen Gerinnungsfaktoren ist im Vergleich zur als
Negativkontrolle genutzten PBS-Stimulation fiir Antithrombin und Prothrombin in beiden
Gruppen gering. Faktor XIII stellt hier eine Ausnahme dar und ist als einziger in dieser Arbeit
untersuchter Gerinnungsfaktor in der Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom nach PM-

Stimulation im Verleich mit der Negativkontrolle PBS deutlich erniedrigt.
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Abbildung 13: Konzentration von Antithrombin, Plasminogen/Plasmin, Prothrombin und Faktor XIII

in Heparinvollblut nach Stimulation mit PM,-Suspension fiir 4h.
Die Ansidtze von n = 13 gesunden Probanden und n = 12 Patienten (Patienten mit

Pankreaskarzinom) wurden 4 h bei 37 °C und 5.0% CO, im Brutschrank mit UV-behandelten
10° particles/ml stimuliert. PBS diente als Negativkontrolle. Im Uberstand nach Zentrifugation

wurde mittels CBA im Durchflusszytometer die Konzentration der Gerinnungsfaktoren

bestimmt. Darstellung als Box-Whisker-Plot mit Median, oberes und unteres Quartil innerhalb

der Box p*=0.03, p** = 0.01.
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4.5 Konzentration und Grof3enverteilung der Partikel in der PM -
Suspension

Mit dem CASY Cell Counter wurde die gepoolte PM;o-Suspension hinsichtlich ihrer

absoluten Partikelkonzentration und der vorliegenden GréBenverteilung analysiert. Dies war

notwendig, da sich die biologische Wirkung der verschiedenen PartikelgroBBen unterscheidet

(siche Kapitel 1.6.1 und 1.6.2). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die zunehmende

Partikeloberfliche einer Feinstaubpopulation bei abnehmender Masse, je kleiner ein Partikel

ist.
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Abbildung 14: Groflenverteilung der Partikel in der PM,-Suspension gemessen in CASY Cell Counter.
Die Gesamtkonzentration betrigt 1.797 x 10° Partikel/ml. Den groBten Anteil stellen Partikel
mit der Grofe 1.03 um. Die Durchschnittsgrofe der enthaltenen Partikel betragt 1.47 um.
Aus Abbildung 14 wird ersichtlich, dass die Partikelfraktion PM,s.;¢ die mit Abstand
zahlenreichste Partikelpopulation stellt. Der Cut-off bei 1um ist erkldrbar durch die
PorengroBe des bei der Sammlung verwendeten Membranfilters, der Cut-off bei 10 um durch
den verwendeten Probenahmekopf des Sammelgerdtes. Im Bereich 2 — 4 pm ist mit
zunehmender Grofe ein zahlenmiBiger Abfall zu erkennen. Ab ca. 4 um liegt im erfassten
Messbereich bis 10 um eine konstante Verteilung der Partikel vor, d.h. innerhalb der
Partikelfraktion PMy. 1o ist keine quantitative Dominanz einer einzelnen Partikelfraktion
erkennbar. Man kann von einer nahezu linearen Verteilung sprechen. Auffillig ist dagegen

der steile Abfall zwischen ca. 1 um und 1.5 pum.
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Zusammengefasst ldsst sich in Abbildung 14 eine auf die Gesamtzahl der Partikel bezogene
Dominanz der Partikel mit einem Durchmesser < 2.5 um ausmachen. Innerhalb dieser
Population lasst sich eine Teilpopulation abgrenzen, deren Durchmesser im Bereich 1 — 1.5

um liegt.

4.6 Mikroskopische Analyse von Heparinvollblut nach Stimulationstest
mit unbehandelter versus UV-behandelte PM;-Suspension

Die Behandlung der PM;o-Suspension mit UV-Strahlung (sieche Kapitel 3.2.4) wurde
erforderlich, weil makroskopisch bei Inkubation (bei 37.0 Grad C°, 5 % CO,, 95 %
Luftfeuchtigkeit in CO,-Brutschrank) ein bakterieller Uberwuchs zu sehen war. Das ist zu
erwarten gewesen, da beim Sammeln von PM in den Kleinfiltergerdten auf einer Membran
alle Partikel moglichst mit ihrer nativen Beladung an Umweltbestandteilen und biologisch
aktiven Molekiilen vorliegen sollen. Dies schlieSt Bakterien als ubiquitire Umgebungskeime
mit ein. Der bakterielle Uberwuchs unter Zellkulturbedingungen im Brutschrank setzte dieser
Herangehensweise eine Limitation. In Abbildung 15a ist dargestellt, wie die Zellen des
Heparinvollbluts nach 20 h Inkubation mit UV-behandelter, sehr hoch konzentrierter PM; -
Suspension (1 x 10’/ml) aussahen. Es sind iiberwiegend viable, helle Zellen und keine
Bakterien zu sehen. Abbildung 15b zeigt den Zustand der Zellen, wenn eine identische Probe
Heparinvollbluts mit einer identischen Konzentration unbehandelter, PM,-Suspension 20 h
inkubiert wurde. Beide PM;o-Suspensionen entstammten einer gemeinsam, gepoolten PM;o-
Stammsuspension (Kapitel 3.2.1). Die unbehandelte PM;o-Suspension fiihrte zur Lyse einer
sehr groBen Anzahl von Zellen. Nur sehr wenige helle, viable Zellen sind zu sehen, dafiir aber

eine gro3e Anzahl von Mikroben, mutmaBlich Stdbchenbakterien.
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Abbildung 15: Mikroskopische Darstellung der Zellen nach Stimulation von Heparinvollblut fiir 17 h
mit PM;,-Suspension (Konzentration 1x 107/ml).
a. Zustand der Zellen nach Stimulation mit UV-behandelter PM10-Suspension. b. Zustand der
Zellen und mikroskopisch sichtbares Bakterienwachstum nach Stimulation mit unbehandelter
PM10-Suspension. VergroBerung: Objektiv LD a-Plan 40x/0,55 Ph2 entspricht x 400.
Inkubationsbedingungen wie beschrieben in Kapitel 3.
MutmaBlich liegt dem in Abbildung 15 dargestellten Unterschied zwischen Abbildung 15a
und Abbildung 15b ein exponentielles, bakterielles Wachstum zugrunde, welches nicht mehr
die tatsdchliche mikrobielle Belastung in der Umwelt widerspiegelt. Aus diesem Grund wurde
entschieden, fiir diese Arbeit ausschlieBlich UV-behandelte PM;o-Suspension fiir die

Stimulationsexperimente in Heparinvollblut zu verwenden.

4.7 Vergleich des Endotoxingehalts der unbehandelten und UV-
behandelten PM;,-Suspension mit dem LAL-Test

Es ist bekannt, dass Endotoxin in sehr unterschiedlicher Konzentration in PM;y und PM;. 5
enthalten ist (Yoda, Tamura et al. 2017). In den Vorexperimenten zu den Stimulationstests
mit Heparinvollblut zeigte sich, dass unter den Inkubationsbedingungen bei 37 Grad C° nach
20 h bakterieller Uberwuchs und Héimolyse makroskopisch sichtbar wurden, nicht jedoch bei
Inkubation fiir 4 h (nicht gezeigte Daten). Um eine Inkubation iiber 20 h zu ermdoglichen,
wurde die PM;o-Suspension mit UV-Strahlung mikrobiologisch inaktiviert (Siehe Kapitel
3.2.4). Damit am Ende der Studie der Anteil von Endotoxinwirkungen an der
inflammatorischen und prothrombotischen Potenz der PM;o-Suspension besser analysiert

werden kann, wurde der Endotoxingehalt mittels LAL-Test quantitativ bestimmt.
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Abbildung 16: LAL-Test zur Bestimmung der Endotoxinkonzentration in der PM,-Suspension.
Legende: PM10 nativ = unbehandelte Probe der fiir die Stimulationstests im Heparinblut
verwendeten PM,p-Suspension, PM10 UV = PM,-Suspension nach 2h mikrobiologischer
Inaktivierung mit UV-Strahlung, LPS = Lipopolysaccharid (LPS) E. coli, Serotyp O111:B4,
PBS (Phosphate Buffered Saline, low endotoxin). Angaben in EU/ml.

In Abbildung 16 wird ersichtlich, dass die UV-Behandlung der PM;o-Suspension zu einer

Reduktion der LAL-Reaktivitdt gefiihrt hat. Dies deckt sich mit Angaben in der Fachliteratur

(Anderson, Huck et al. 2003). Die LAL-Aktivitdt gilt als biochemisches, rein quantitatives

Mal} in der Endotoxinbestimmung und wird in der Einheit EU angegeben. Sie wird genutzt,

da verschiedene Endotoxine sich hinsichtlich ihrer Pyrogenitit und ihrem Molekulargewicht

unterscheiden konnen. Das in dieser Studie durchgingig verwendete LPS weist in der

Konzentration 1 ng/ ml eine LAL-Aktivitit auf, die ca. einem Sechstel der LAL-Aktivitét der

unbehandelten PMo-Suspension entspricht. Der in dieser Studie als Negativkontrollen und in

den Stimulationstest mit Heparinblut verwendete Puffer (PBS low endotoxin) zeigte keinerlei

LAL-Aktivitdit und ist somit als Negativkontrolle, von der keine proinflammatorische

Wirkung ausgeht, geeignet.

4.8 Vergleich der proinflammatorischen Eigenschaften der unbehandelten
mit der UV-behandelten PM,-Suspension in Heparinvollblut nach 4h
Stimulation

Die UV-Behandlung der PM;o-Suspension verringerte den Endotoxingehalt, was im LAL-

Test mit der fiir diese Studie verwendeten PM,-Suspension demonstriert wurde (Kapitel 4.7).

Da der LAL-Test jedoch keine direkte Aussagekraft hinsichtlich der Pyrogenitidt und

proinflammatorischen Potenz besitzt, wurde zur weiteren Charakterisierung der UV-
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behandelten PM;(-Suspension ein direkter Vergleich der unbehandelten, nativen PM;o-
Suspension und der UV-behandelten PM;o-Suspension angestellt. Hierfiir wurde analog zu
allen anderen Stimulationen dieser Studie vorgegangen und das Heparinvollblut von n = 12
Pankreaskarzinompatienten fiir 4h mit 1 x 10%/ml nativer PMo-Suspension und 1 x 10%/ml

UV-behandelter PMo-Suspension stimuliert.

Abbildung 17 zeigt fiir alle vier untersuchten Zytokine, dass die unbehandelte PMo-
Suspension eine stirkere proinflammatorische Potenz besitzt als die UV-behandelte. Fiir IL-6,
TNF-alpha und IL-1beta ist dieser Unterschied hochsignifikant im Wilcoxon matched-pairs-
Test. Die Streuung um den Median ist in allen vier Zytokinen nach Stimulation mit der
nativen PM;o-Suspension groBer. Fiir IL-8 ist der Unterschied zwar auch signifikant
vorhanden, jedoch weniger ausgeprégt als bei TNF-alpha, IL-6 und IL-1beta. Im Fall von IL-
Ibeta gibt es nach Stimulation mit nativem Staub keine einzige Probe an Patientenblut, die
nicht reagiert. Nach Stimulation mit UV-behandelter PM,(-Suspension reagiert eine einzelne

Heparinvollblutprobe nicht mit IL-1beta-produktion (0 pg/ml).

Zusammengefasst zeigen die in Abbildung 17 préasentierten Ergebnisse, dass die native PM -

Suspension stirker proinflammatorisch wirkt als die UV-behandelte PMo-Suspension.
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Abbildung 17: Expression von TNF-alpha, IL-6, IL-1beta und IL-8 in Heparinvollblut nach Stimulation
mit PM,-Suspension fiir 4h.

Die Ansidtze von n = 12 Patienten (Patienten mit Pankreaskarzinom) wurden 4 h bei 37 °C und
5.0% CO, im Brutschrank mit UV-behandelter (PM;, UV, Konzentration 10° particles/ml) und
mit nativer PM;o-Suspension (PM;y, Konzentration 10° particles/ml) stimuliert. Im Uberstand
nach Zentrifugation wurde mittels CBA im Durchflusszytometer die Expression der Zytokine
quantitativ bestimmt. Darstellung als Box-Whisker-Plot mit Median, oberem und unterem

Quartil innerhalb der Box, Whiskern mit Minimum und Maximum, Wilcoxon matched-pairs-
Test auf Signifikanz *: p <0.02, **: p <0.01

4.9 Proinflammatorische Zytokine in Heparinvollblut nach 4h Stimulation
mit LPS
Wie in Kapitel 1.6.2 ausgefiihrt, ist Feinstaub in der Lage, in vitro die Expression
proinflammatorischer Zytokine in humanem Blut zu induzieren. Ein Ziel dieser Studie ist, die
proinflammatorische Antwort in gesunden Probanden mit der von Patienten mit
Pankreaskarzinom im metastasierten oder lokal fortgeschrittenen Zustand zu vergleichen. In
einem ersten Schritt wurde unter Nutzung der CBA-Technologie das Human Inflammatory
Cytokine Kit von BD verwendet, um das Endotoxin-abhingige Stimulationspotenzial

hinsichtlich der Expression von IL-8, IL-6, TNF-alpha und IL-lbeta der beiden
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Studienpopulationen vergleichen zu konnen. Das entsprechende Panel im verwendeten Kit
enthilt zusdtzlich Beads zur Messung von IL-10 und IL-12p70, was fiir diese Studie nicht von
Relevanz war, aus technischen Griinden aber ebenfalls gemessen wurde. IL-10 wurde
erwartungsgemill (De Fijter, Daha et al. 1998) nach einer kurzen Inkubationszeit von
Heparinvollblut fiir 4h im fiir uns messbaren Bereich nicht exprimiert (Daten nicht gezeigt).
IL-12p70 ist ebenfalls erst nach einer lingeren Inkubationszeit als 4 h, ndmlich eher nach 18 h
(Compte, Zouaoui Boudjeltia et al. 2013) zu erwarten und konnte von uns ebenfalls nicht

gemessen werden (Daten nicht gezeigt).

Bezogen auf alle Zytokine, deren Expression in Abbildung 18 dargestellt ist, féllt auf, dass in
beiden Gruppen in einzelnen Uberstinden 0 pg/ml Zytokin exprimiert wurden. Dies konnte
riickblickend durch einen Fehler bei der Auswahl des LPS erkldrt werden und traf in beiden
Studienpopulationen auf n = 2 aus insgesamt n= 12 zu. Es ist in Abbildung 18a zu sehen, dass
IL-8 im Median in den beiden untersuchten Studienpopulationen dhnlich stark durch LPS
induziert wird. Es féllt auf, dass in der Population der gesunden Probanden eine groBere
Streuung 1m obersten Quartil, also oberhalb des 75.Perzentil existiert als bei den

Pankreaskarzinompatienten.

Zusammenfassend ist die Expression von IL-8 nach Stimulation mit LPS in 50% der
untersuchten Blutproben um den Median in einem quantitativ vergleichbaren Bereich

zwischen ca. 300 pg/ml und 1000 pg/ml angesiedelt, liegt also innerhalb der Box.

In Abbildung 18b ist dargestellt, dass die [L-6-Expression im Median mit 1900 pg/ml bei den
Pankreaskarzinompatienten nur etwas hoher liegt als bei den gesunden Probanden mit 1800
pg/ml. Die Streuung der Messwerte innerhalb des oberen Quartils um den Median ist bei den
Pankreaskarzinompatienten ebenfalls etwas grofler, bei den gesunden Patienten dagegen ist
die Streuung im unteren Quartil um den Median groBer. Zusammenfassend liegt die durch
LPS auslosbare proinflammatorische Antwort der IL-6-Expression in den untersuchten

Gruppen in 50% der untersuchten Blutproben im Bereich zwischen 500 und 3200 pg/ml.

Abbildung 18c demonstriert, dass die proinflammatorische Antwort reprasentiert durch TNF-
alpha im Median bei den gesunden Probanden héher war (400 pg/ml vs. 300 pg/ml). Bei den
Pankreaskarzinompatienten gab es oberhalb der 75.Perzentile allerdings eine groflere
Streuung mit einem Maximum, welches das Maximum der gesunden Probanden deutlich
ibersteigt. Zusammenfassend liegen 50% der Messwerte um den Median jedoch in einem sich
iiberschneidenden Bereich zwischen 200 und 600 pg/ml. Abbildung 18d zeigt, dass IL-1beta

in beiden untersuchten Gruppen in sehr viel geringerem Ausmal} produziert wurde als die
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Zytokine IL-8, IL-6 und TNF-alpha. Der Median lag bei den gesunden Probanden bei 20
pg/ml und bei den Pankreaskarzinompatienten bei 27 pg/ml. Insgesamt war die Streuung der
50% der Daten um oberhalb und unterhalb des Medians bei den Patienten mit

Pankreaskarzinom grof3er als bei den gesunden Probanden.

Zusammengefasst demonstriert Abbildung 18a-d, dass alle Patienten und gesunden
Probanden, deren Blutproben mit intaktem LPS stimuliert wurden, kompetent fiir die

Produktion der Zytokine IL-6, IL-8, IL-1beta und TNF-alpha waren.
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Abbildung 18: Expression von IL-8, IL-6, TNF-alpha und IL-1beta in Heparinvollblut nach Stimulation
mit LPS fiir 4h.
Die Ansédtze von n = 13 gesunden Probanden und n = 12 Patienten (Patienten mit
Pankreaskarzinom) wurden 4 h bei 37 °C und 5.0% CO, im Brutschrank mit 500 pg/ml LPS
stimuliert und anschlieBend zentrifugiert. Im Uberstand wurde mittels CBA im
Durchflusszytometer die Expression der Zytokine quantitativ bestimmt. Darstellung als Box-

Whisker-Plot mit Median, oberes und unteres Quartil innerhalb der Box, Whiskers mit
Minimum und Maximum.
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5. Diskussion

5.1 IL-6 und IL-8 in Heparinvollblut werden nach 4h Stimulation mit UV-
behandelter PM,;-Suspension in Patienten mit metastasiertem und
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom signifikant stirker produziert
als in der gesunden Kontrollgruppe

Eine zentrale Fragestellung dieser Studie war, ob bei Patienten mit Pankreaskarzinom nach

Stimulation mit PMo-Suspension eine andere, moglicherweise stirker proinflammatorische

Zytokinproduktion vorliegt als bei einer gesunden Kontrollgruppe. Am stérksten ausgeprégt

war dieser antizipierte Unterschied bei den Zytokinen IL-6 und IL-8.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die IL-6-Produktion nach Stimulation von
Heparinvollblut mit PM;o-Suspension bei Pankreaskarzinompatienten signifikant stirker war
als bei einer gesunden Kontrollgruppe. IL-6 steht am Anfang einer Vielzahl von
Entziindungsprozessen und stellt eine wichtige Achse im angeborenen Immunsystem dar
(Tanaka, Narazaki et al. 2014), weil es andere Akute - Phase - Proteine induziert, die
Hamatopoese beeinflusst und proinflammatorische Wirtsantworten bei Infektionen initiiert.
Es ist bekannt, dass Patienten mit Pankreaskarzinom hohere IL-6-Serumspiegel aufweisen als
gesunde Probanden (Okada, Okusaka et al. 1998). Eine durch PM;o-Suspension induzierte
hohere proinflammatorische IL-6-Antwort jedoch, wurde nach Kenntnis des Autors der
vorliegenden Arbeit bisher noch nie gezeigt. Diese Ergebnis hat besondere Relevanz vor dem
Hintergrund der Inzidenz und Mortalitdit thromboembolischer Ereignisse in der
Patientengruppe mit Pankreaskarzinom, da in einer tierexperimentellen Studie im
Mausmodell gezeigt werden konnte, dass PM,y (Mutlu, Green et al. 2007) IL-6-abhingig
prokoagulatorisch wirkt. In der Zusammenschau mit diesem Forschungsergebnis ist es
plausibel zu postulieren, dass die proinflammatorischen Eigenschaften von PM;, in Patienten
mit Pankreaskarzinom IL-6-vermittelt einen Risikofaktor hinsichtlich thromboembolischer

Ereignisse darstellen.

Auch IL-8 wurde im gleichen Experiment nach PM,o-Stimulation im Heparinblut von
Pankreaskarzinompatienten signifikant stidrker produziert. Auffillig ist sowohl bei IL-8 als
auch bei IL-6, dass die Streuung der Messwerte um den Median bei den Patienten deutlich
grofer ist als bei den gesunden Probanden. Die Tatsache, dass die gesunden Probanden nur
eine minimale interindividuelle Variabilitit aufwiesen, weist darauf hin, dass diese
Immunantwort physiologischerweise streng orchestriert ablauft und in

Pankreaskarzinompatienten pathophysiologisch gestort sein kdnnte. Interessanterweise konnte
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bereits frither (Salvi, Nordenhall et al. 2000) fiir Feinstaub aus Dieselabgasen gezeigt werden,
dass nach Exposition von Freiwilligen im Epithel der Atemwege erhohte IL-8- und GRO-
alpha-Konzentrationen messbar waren. GRO-alpha/CXCL1 ist aufgrund seiner mitogenen

Eigenschaften ein gut etabliertes Signalmolekiil mit Relevanz fiir die Karzinomentstehung.

Zusammenfassend konnte IL-8 in dieser Personengruppe durch seine Effekte auf die
Thrombusstabilitdt und Erythrozytenstruktur im Blutkoagel die Gerinnungssituation nach
PM,¢-Exposition in Richtung eines thromboembolischen Ereignisses verschieben. Dies ist ein
erster mechanistischer Hinweis auf die besondere Vulnerabilitit dieser Patientengruppe
hinsichtlich Feinstaubeffekten auf die Gerinnungssituation. In weiteren Untersuchungen
konnte mittels ROTEM-Analysen die Thrombusstabilitdit nach PM;¢-Expositonsszenarien
weiter untersucht werden, um einen direkten Effekt nachweisen zu kénnen. Nach Zugabe von

IL-8 wire auf diese Art auch ein IL-8-abhdngiger Mechanismus nachzuweisen.

Die Ergebnisse der Zytokinmessung (Kapitel 4.1) im Heparinvollblut zeigten nach 4h
Stimulation mit PM;o-Suspension, dass kaum proinflammatorisches IL-1beta produziert
wurde. Vor der Studie war bereits bekannt, dass die Kinetik von IL1-beta langsamer ist als die
von IL-6 und TNF-alpha, so dass das Ergebnis nicht {iberrascht. Relevant ist jedoch, dass es
keine relevanten Unterschiede in den beiden untersuchten Gruppen gibt, da eine verdnderte,
moglicherweise quantitativ und qualitativ pathologische Immunantwort in der Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten nach Betrachtung der Situation fiir IL-6 und IL-8 durchaus auch

fiir IL-1beta plausibel gewesen wiire.

Die Ergebnisse der TNF-alpha-Produktion nach Stimulation mit PM;, zeigten ein dhnliches
Muster wie im Fall von IL-6 und IL-8, jedoch ohne statistische Signifikanz im Man-Whitney-
U-Test (siche Kapitel 4.1). Heparinblut von Patienten mit Pankreaskarzinom reagierte mit
einer stirkeren TNF-alpha-Produktion als das Blut von gesunden Probanden. Auch die
Streuung der einzelnen Messwerte um den Median innerhalb der entsprechenden Kohorte ist,
dhnlich wie bei IL-6 und IL-8, bei den gesunden Probanden deutlich geringer als bei den

Patienten mit Pankreaskarzinom.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Vergleich mit einer gesunden Kontrollkohorte im
Stimulationsexperiment von Heparinvollblut mit PM;y sowohl die grofere Variabilitit der
einzelnen Messwerte um den Median herum als auch die stark erhdhte Expression von IL-8,
IL-6 und TNF-alpha im Heparinblut der Pankreaskarzinompatienten zeigte. Dies spricht fiir
eine Immunpathologie in der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten. Es konnte in der

vorliegenden Studie jedoch keine mechanistische Untersuchung erfolgen, die eine kausale
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Verbindung mit PM;, hitte nachweisen konnen. In der Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten, bei denen als Einschlusskriterium zur Studie das Vorliegen einer
aktiven, behandlungbediirftigen Tumorerkrankung nachgewiesen sein musste, ist
beispielsweise zum Zeitpunkt der Blutentnahme von zytostatischen Antitumortherapien
auszugehen. Diese konnten durchaus auch immunmodulierende Effekte haben, die letztlich
Anteil an der hier nachgewiesenen PM;p-induzierten stirkeren Proinflammation haben.
Sichergestellt war in dieser Studie jedoch eine Immunkompetenz durch allzeitig verwendete
Positivkontrollen (LPS und ConA, siehe vorherige Kapitel). Dariiber hinaus lag bei keinem

Patienten eine Leukozytopenie vor.

5.2 Anstieg der Konzentration von IL-6 in Heparinvollblut zwischen 4h
und 20h nach Stimulation mit UV-behandelter PM,,-Suspension

Im vorhergehenden Kapitel wurden die teilweise statistisch signifikanten Unterschiede in der
proinflammatorischen Antwort auf 4-stiindige PMo-Stimulation in Heparinvollblut zwischen
gesunden Probanden und Patienten mit Pankreaskarzinom diskutiert. Die im Rahmen einer
proinflammatorischen Immunantwort sehr frith exprimierten Zytokine IL-6 und TNF-alpha
wurden in analogen Experimenten zusitzlich nach 20-stiindiger Stimulation gemessen, um zu
untersuchen, ob die beiden Gruppen sich in einer antinflammatorischen Gegenregulation im

Sinne einer Termination der Proinflammation unterscheiden.

Interessanterweise zeigte sich fiir IL-6, dass es sowohl im Heparinblut gesunder Probanden
als auch dem der Pankreaskarzinompatienten nach 20 h massiv weiter gestiegen war
(Abbildung 11). Relativ betrachtet war die Steigerung des Medians bezogen auf die
Messwerte zum Zeitpunkt 4h bei den gesunden Probanden stdrker als bei den
Pankreaskarzinompatienten, so dass von einer Annidherung der im vorhergehenden Abschnitt
diskutierten signifikanten Unterschiede in der IL-6-Sekretion nach 20 h gesprochen werden
kann. Es stellt sich die Frage, welche Zellen im Heparinblut der Pankreaskarzinompatienten
so viel schneller eine IL-6-Antwort auslosen als in gesunden Probanden. In weiteren
Untersuchungen konnten hier intrazellulire Férbungen von IL-6 wund eine
durchflusszytometrische Analyse der Identifikation einer zelluliren Quelle des IL-6 nach
PM,o-Stimulation dienen. Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang auch
sogenannte ,,circulating tumor cells®, die im Fall des Adenokarzinoms des Pankreas als

Quelle von IL-6 bereits beschrieben wurden (Fan, Yang et al. 2018).

Die Tatsache, dass die Konzentrationen von TNF-alpha im vorliegenden Experiment nach

Stimulation mit PM;o-Suspension weder in der gesunden Kontrollgruppe noch in der Gruppe
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der Pankreaskarzinompatienten im Vergleich 4h versus 20h nach Stimulation weiter anstieg,
warf die Frage auf, ob hier die Gegenregulation mit IL-10 ursdchlich sein konnte (Chan,
Ming-Lum et al. 2012). Tatsdchlich zeigen die Ergebnisse (Abbildung 12), dass die IL-10-
Konzentration im Median in der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten signifikant hoher war
als in der Gruppe der gesunden Probanden. Dies entspricht einer inversen Korrelation, da die
TNF-alpha-Konzentration im Median bei den Pankreaskarzinompatienten nach 20h leicht
abfiel, wohingegen sie in der Gruppe der gesunden Probanden leicht stieg. Der Median der
TNF-alpha-Konzentrationen unterschied sich jedoch nach 20 h in den beiden Gruppen kaum

und lag auch nach 4h Stimulation nur im statistisch nicht signifikanten Bereich.

Es kann geschlussfolgert werden, dass die Stimulation von Vollblut mit PM;y-Suspension in
diesem experimentellen Setup fiir TNF-alpha in scharfem Kontrast zu IL-6 und ganz
besonders IL-8 keine gruppenspezifischen Effekte zeigen konnte. Um hier weiter
mechanistisch aufkldren zu konnen, wére es in einem nichsten Schritt, der den Rahmen dieser
Studie gesprengt hitte, sinnvoll, zellulire Quellen fiir die einzelnen Zytokine zu
identifizieren. Zudem ist aufgrund der zunehmenden Streuung um den Median in der
Messreihe nach 20h zur weiteren Uberpriifung der Hypothese eine groBere Stichprobe

erforderlich.

5.3 Schwache T-Zell-Zytokinantwort in Heparinvollblut nach 20 h
Stimulation mit UV-behandelter PM;,-Suspension

Wie in Kapitel 4.3 ausgefiihrt, wurden fiir IL-4 keine messbaren Konzentrationen
nachgewiesen, ohne dass Zweifel an der Validitit der verwendeten Methode aufgetreten sind.
Dies steht im Kontrast zu einer Studie, die im Mausmodell eine robuste IL-4-Antwort in
einem gut etablierten Asthmamodell nach Stimulation mit PM;, zeigen konnte (Shadie,
Herbert et al. 2014). Es muss hier jedoch erwéhnt werden, dass in der genannten Studie IL-4
auf mRNA-Ebene nachgewiesen wurde und nicht auf Proteinebene wie in der hier
durchgefiihrten Studie. Die extreme Heterogenitit von GroBstadthintergrundstaub wie er
sowohl in der vorliegenden als auch der zitierten Studie verwendet wurde, kann eine weitere

Ursache der divergierenden Ergebnisse fiir IL-4 sein.

Uberraschenderweise ergab die Analyse der Messungen der T-Zellzytokine nach 20 h fiir IL-2
und IFN-gamma insgesamt sehr niedrige Zytokinkonzentrationen nach Stimulation mit PM;.
Suspension. Dies steht im scharfen Kontrast zu den starken Zytokinantworten des Arms der
angeborenen Immunitit, in dieser Studie vertreten durch IL-8, IL-6 und TNF-alpha. Im

Unterschied zum weiter oben diskutierten 1L-4 wurde jedoch in der Positivkontrolle, dem
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Lektin ConA, eine robuste Zytokinantwort fiir IFN-gamma und IL-2 sowohl in der Gruppe
der Pankreaskarzinompatienten als auch der Gruppe der gesunden Probanden nachgewiesen.
Bei beiden Zytokinen, IL-2 und IFN-gamma, war die Zytokinantwort in der gesunden
Kontrollgruppe  statistisch  signifikant  stirker als in der  Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten. Dies ist suggestiv flir eine relative T-Zellschwéiche in der
Kohorte der Tumorpatienten. In weiteren Experimenten, die liber diese Studie hinausgehen,
wiére es aus onkologischer Sicht im Hinblick auf sog. ,targeted therapies® lohnenswert,
Untersuchungen zu T-Zelldepletionen regulativer T-Zellen (Treg) oder funktionellen
Einschrankungen von T-Zellpopulationen in Patienten mit Pankreaskarzinom weiter zu

untersuchen.

Ziel dieser Studie ist jedoch, Effekte von PM;y auf das Immunsystem und die Hdmostase
ndher zu beleuchten. In der Literatur sind sehr wenige Studien zu finden, die Daten zu T-
Zellzytokinen nach Stimulation mit PM, liefern, Fiir Partikel aus Dieselabgasen wurde im
Vollblutmodell {iiberzeugend gezeigt, dass sowohl IL-2 als auch IFN-gamma durch
verschiedene Dieselabgase fast vollstindig unterdriickt werden (Pierdominici, Maselli et al.
2014). Zusatzlich ergab diese Studie, dass auch Oberflichenmolekiile wie CD25, die als
Marker fiir eine T-Zellaktivierung gelten, herabreguliert waren. Diese Ergebnisse lassen sich
aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit der verwendeten Partikelsuspensionen und
methodischer Abweichungen nicht direkt auf die hier vorliegende Studie iibertragen, zeigen
aber doch auffillige Parallelen, die mit den konsistenten Daten der hier vorgelegten Arbeit gut
zu belegen sind. Fazit ist, dass auf Basis der vorliegenden Ergebnisse ein immunsuppressiver
Effekt von PM; auf T-Zellzytokine plausibel erscheint und in beiden untersuchten Gruppen
auftrat. Das regulative Zytokin IL-10 scheint, bezogen auf die in der vorliegenden Studie

gezeigten Daten, von diesem postulierten Effekt nicht betroffen zu sein.

Zusammengefasst liefert die vorliegende Studie nach Kenntnis des Autors zum ersten Mal
Daten, die darauf hinweisen, dass das adaptive Immunsystem, weder mit einer Th-2-T-
Zellantwort vertreten durch IL-4, noch mit einer Th-1-T-Zellantwort auf die verwendete
PM,o-Suspension reagiert. Dieser Effekt war sowohl bei Pankreaskarzinompatienten als auch
bei gesunden Probanden zu sehen. Um diese Beobachtung weiter belegen zu konnen, miissten
zusitzliche Methoden zur Messung der T-Zellaktivitit angewendet werden. Besonders
attraktiv wiéren hierzu intrazellulire Zytokinfarbungen, die mittels Durchflusszytometrie
quantifizierbar sind. Die Heterogenitit einer jeden PMjo-Suspension auch unter
Berticksichtigung der  Probengewinnung und —prozessierung des gesammelten

GroBstadthintergrundstaubs stellen hier eine Herausforderung dar.
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5.4 Gerinnungsfaktoren Antithrombin und Prothrombin sind unabhangig
von Stimulation mit PM;, hoher in Patienten mit metastasiertem und
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom

Im Vergleich zur Normalbevilkerung besteht im Durchschnitt fiir Patienten mit

Pankreaskarzinom ein deutlich erhohtes Risiko fiir ein vendses thromboembolisches Ereignis.

Eine zentrale Hypothese dieser Arbeit ist, ob die in diesem Patientengut hdufig pathologisch

verdnderte Hidmostase durch PMjj-vermittelte proinflammatorische Effekte weiter in

Richtung eines thromboembolischen Ereignisses verschoben wird. Das Prinzip, also die

Verzahnung von Inflammation und Hamostase ist mechanistisch bewiesen und hinreichend

publiziert (siehe Einleitung).

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die verwendete PM;(-Suspension im Vollblut von
Pankreaskarzinompatienten statistisch signifikant stirkere IL-6- und IL-8-Antworten
verursachte als in gesunden Probanden. Die Messung der Gerinnungsfaktoren Antithrombin,
Prothrombin und Plasmin/Plasminogen hingegen ergab innerhalb der beiden Kohorten nur
sehr geringe Unterschiede zwischen der Negativkontrolle, PMo-Suspension und LPS. Daraus
kann gefolgert werden, dass nach 4h Inkubationszeit diese starken proinflammatorischen
Signale nach Stimulation mit PM;jo-Suspension sich mdglicherweise noch nicht in einer
verdnderten Gerinnungssituation niederschlagen. Griinde hierfiir konnten die kurze
Inkubationszeit von 4h sein oder die Tatsache, dass es sich um heparinisiertes Blut handelte,

welches nicht in Gédnze die Situation im Vollblut wiederspiegelt.

Heparin bindet mit hoher Affinitit an Antithrombin und konnte so dessen Bindung an den
verwendeten AntikOrper beeintrachtigt haben. Nach Herstellerangaben sei dies nicht zu
erwarten, ist aber anhand theoretischer Uberlegungen plausibel. Die Messung von D-Dimeren
wire eine Moglichkeit, Fibrinzerfallsprodukte, also das Endergebnis der gesamten
Gerinnungskaskade zu evaluieren. Dies wire sicherlich eine sinnvolle Ergénzung der
vorliegenden Arbeit und sollte zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen, um die Hypothese der
PM¢-induzierten, durch Entziindungssignale vermittelten Prokoagulation weiter iiberpriifen
zu konnen. Hier sind insbesondere Zeitpunkte, die ldnger als 4h Inkubation erfassen zu

berticksichtigen.

Vergleicht man die Antithrombinkonzentration in der Gruppe der gesunden Probanden mit
der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten, féllt der statistisch hochsignifikante Unterschied
in den unbehandelten Negativkontrollen auf. Die hier vorgelegten Messungen suggerieren,
dass Patienten mit Pankreaskarzinom einen niedrigeren Verbrauch an Antithrombin aufweisen

oder endogen mehr Antithrombin synthetisieren und daher mit hoéheren
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Hintergrundkonzentrationen ausgestattet sind als die gesunde Vergleichsgruppe. Das ist
bereits frither in einer ELISA-basierten Analyse (Deskur, Salata et al. 2014) gezeigt worden.
Von prognostischer Bedeutung hinsichtlich zukiinftiger thrombeembolischer Ereignisse ist
nach gingiger Fachliteratur allerdings nur die Messung von D-Dimeren (Faille, Ajzenberg et

al. 2016) (Sun, Ren et al. 2015), nicht jedoch die von Antithrombin oder Prothrombin.

Fiir Prothrombin ergab sich eine sehr dhnliche Konstellation wie flir Antithrombin: die
unbehandelte Negativkontrolle wies bei den Pankreaskarzinompatienten eine statistisch
signifikant hohere Konzentration auf als bei den gesunden Probanden. Hohe Level
prokoagulatorischer Faktoren wie Prothrombin sind plausibel vereinbar mit dem erhdhten
Risiko eines thromboembolischen Ereignissen in Patienten mit Pankreaskarzinom (Rietveld,
Schreuder et al. 2018), wie {iber einen Tissue Factor-abhingigen Mechanismus bereits
bewiesen wurde. Es ist ebenso denkbar, dass die erhdhten Antithrombinspiegel in den Proben
der Pankreaskarzinompatienten eine physiologsiche Gegenregulation im Sinne einer
Aufrechterhaltung der Hidmostase bei erhohten Prothrombinspiegeln darstellen.
Interessanterweise konnte in der oben erwédhnten Studie (Deskur, Salata et al. 2014), in der
mit ELISA signifikant erhohte Antithrombinspiegel in Patienten mit Pankreaskarzinom im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen wurden, dies im ELISA-

Experiment nicht flir Prothrombin gezeigt werden.

Wie im Fall von Antithrombin konnte jedoch auch fiir Prothrombin durch PM,y-Stimulation
keine Verdnderung gemessen werden, weder bei den gesunden Probanden noch bei den
Pankreaskarzinompatienten. Die Ergebnisse weisen zwar deutlich auf eine pathologisch
verdanderte Himostase in der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten hin, PM,( war in diesem
experimentellen Design jedoch kein geeigneter Trigger fiir eine iiber Prothrombin messbare

weitere Verschéarfung der prokoagulatorischen Dysbalance.

Anders als Antithrombin, welches in seiner Funktion als Inaktivator von vor allem Thrombin
und Faktor Xa der Entstehung von Fibrin aus Fibrinogen entgegenwirkt, besteht die Funktion
von Plasmin darin, Fibrin in kleinere Molekiile zu spalten und damit den Thrombus
abzubauen. Plasmin/Plasminogen, welches in dem in dieser Studie benutzten Verfahren nicht
unterschieden werden kann, lag bei Patienten mit Pankreaskarzinom und bei den gesunden
Probanden im Median in dhnlichen Konzentrationen vor. Dies war fiir die Stimulation mit
PM,, LPS und der Negativkontrolle PBS der Fall. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu der
hier mehrfach zitierten ELISA-Studie, die signifikante Unterschiede in den beiden Gruppen

fiir Antithrombin, Prothrombin und Plasminogen gefunden hat. Zu diskutieren sind an dieser
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Stelle die Unterschiede in den untersuchten Studienpopulationen. Im arithmetischen Mittel ist
in der vorliegenden Arbeit die Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom 69 Jahre alt, die
der gesunden Probanden 45 Jahre. Ein altersabhingiger Effekt im Sinne von hdheren
Antithrombin- und Prothrombinspiegeln bei élteren Menschen ist zwar in dlteren Arbeiten
(Cadroy, Pierrejean et al. 1992) beschrieben, bezieht sich aber auf Hochbetagte. Vor dem
Hintergrund einer aktiven, im vorliegenden Fall fortgeschrittenen Tumorerkrankung erscheint
jedoch das Alter als Storfaktor (Confounder) nachrangig. Eine ebenfalls zu diskutierende
Ursache fiir die in der Patientengruppe hoheren Antihrombin- und Prothrombinspiegel im
Vergleich zur gesunden Kontrollkohorte, ist die Antikoagulation bei 5 von 12 Patienten. Es
kamen als DOAKSs ausschlieBlich direkte Faktor-Xa-Inhibitoren, der Vitamin K-Antagonist
Phenprocoumon und NMH zum Einsatz, jedoch kein direkter Thrombininhibitor
(Dabigatran). Uber einen moglichen Storeffekt dieser Wirkstoffe auf den verwendeten

Multibeads-Assay dieser Studie, ist nach Kenntnis des Autors nichts bekannt.

5.5 Konzentration von Faktor XIII in Heparinvollblut nach 4 h
Stimulation mit UV-behandelter PM;,.Supension erniedrigt
Faktor XIII, auch bekannt als Fibrin stabilizing factor XIII ist biochemisch anders als die
meisten Gerinnungsfaktoren keine Protease, sondern eine Transglutaminase. Seine Funktion
besteht darin, die Fibrin-Quervernetzung wéhrend der Thrombusbildung zu katalysieren und
somit entscheidend zur Thrombusstabilitit beizutragen. Darliber hinaus besitzt es
proangiogene Eigenschaften (Dardik, Loscalzo et al. 2005) und spielt eine Rolle in der
Tumorentstehung des Pankreaskarzinoms (Wojtukiewicz, Rucinska et al. 2001).
Interessanterweise ist Faktor XIII in der hier vorliegenden Studie der einzige
Gerinnungsfaktor, der sich zwischen den beiden untersuchten Gruppen sowohl in der
Negativkontrolle als auch nach Stimulation mit PM;o-Suspension statistisch signifikant
unterschied. Bei der Interpretation dieses Ergebnisses (Abbildung 13) ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass nur in der Gruppe der Pankreaskarzinompatienten ein Abfall der
messbaren Faktor XIII-Konzentration nach Stimulation mit PM;¢-Suspension vorlag, nicht
jedoch bei den gesunden Probanden. Ob die Stimulation mit PM;¢-Suspension in der Gruppe
der Pankreaskarzinompatienten einen stiarkeren Verbrauch von Faktor XIII induziert hat, weil
quantitativ mehr Fibrinquervernetzung stattfand und daher die Konzentration im Vergleich
zur Negativkontrolle absank, ldsst sich in dieser Studie nicht beweisen. Auch nach

Stimulation mit LPS, das als Positivkontrolle benutzt wurde, sank in der Gruppe der



5 Diskussion 59

Pankreaskarzinompatienten Faktor XIII ab, in Heparinblut der gesunden Probanden stieg die

Konzentration im Median jedoch an.

5.6 Charakterisierung der Groflenverteilung der Feinstaubpartikel der
PM;-Suspension zeigte Dominanz der lungengingigen Fraktion
PM;s.10

Fiir diese Studie wurde eine PM-Suspension angefertigt, die PM; enthélt, der iiber mehrere

Jahre am gleichen Standort zu allen Jahreszeiten gesammelt wurde und in einer Stammldsung

vereinigt wurde, die fiir alle Experimente dieser Arbeit benutzt wurde. Es handelt sich formal

um eine PM;o-Suspension, da Partikel bis zum Gréendurchmesser 10 pm enthalten sind. Die

Analyse mit dem CASY (Kapitel 3.2.2) ergab jedoch, dass die Fraktion PM;s. ¢ in der

verwendeten Suspension zahlenméBig stark iiberrepréasentiert ist. Das hat Konsequenzen fiir

die biologische Wirksamkeit, denn Partikel dieser Groe konnen in der Lunge bis in die

Alveolen vordringen und dort Entziindungsreaktionen hervorrufen (Jiang, Song et al. 2004).

In dieser Studie wurde ein in vitro Ansatz verfolgt und menschliches Blut mit PM-

Suspension inkubiert, was einen relativ artifiziellen Ansatz darstellt: In einem

Expositionsszenario in der Umwelt miissten die Feinstaubpartikel nach Inhalation vom

Nasopharynx iiber die Trachea, den Bronchialbaum bis in die Alveolen und schlussendlich bis

ans Kapillarbett gelangen. Aufgrund der in Kapitel 4.5 dargestellten GroBenverteilung der

Partikel mit Schwerpunkt auf der Fraktion PM; 5. ¢ fiir die in dieser Arbeit verwendete PM ;-

Suspension, ist physikalisch die Lungengingigkeit gegeben. Der Ubertritt dieser Fraktion

PM;s.10 in das periphere Blutsystem iiber die Lungenkapillaren ist mit Verweis auf das

Kapitel zu methodischen Limitationen dieser Studie nicht definitiv bewiesen. Allerdings

konnte eine beeindruckende neue Studie (Li, Li et al. 2019), mithilfe von

Fluoreszenzdarstellung beweisen, dass Partikel einer vergleichbaren GroB3e (PM; s) nicht nur

in den Lungenazini zu finden sind, sondern auch in extrapulmonalen Organen. Somit ist eine

Verwendbarkeit der vorgelegten Daten zur Uberpriifung der angestellten Hypothese dieser

Arbeit gegeben.

5.7 Vergleich der UV-behandelten PM;y-Suspension mit der
unbehandelten PM;,-Suspension weist auf unterschiedlichen
Endotoxingehalt und verindertes proinflammatorisches
Wirkungsprofil hin

In Kapitel 4.7 dieser Arbeit wurde der Endotoxingehalt der fiir die Stimulationstests im

Heparinvollblut verwendeten PM;o-Suspension dargestellt. Das war aus zwei Griinden
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erforderlich. Zum einen ist der Endotoxingehalt in PM,( generell sehr variabel (Yoda, Tamura
et al. 2017). Daher sollte zur Auswertung von Messwerten insbesondere proinflammatorischer
Parameter wie sie auch in der vorliegenden Studie erhoben wurden, der Endotoxingehalt
initial bestimmt werden. Zum anderen war eine Reduktion des mikrobiellen Wachstums in der
PM,p-Suspension durch UV-Bestrahlung notig, da sonst eine 20h-stiindige Inkubation des
Vollbluts technisch nicht moglich gewesen war. Dieses Vorgehen machte einen Vergleich des
Endotoxingehalts behandelter und unbehandelter PMo-Suspension nétig. Das in Abbildung
15 demonstrierte bakterielle Wachstum mit vermutlich zytopathischem Effekt auf Zellen des
Vollbluts, konnte durch die vorherige UV-Bestrahlung der PM;(,-Suspension nach
mikroskopischer Analyse vollstindig unterbunden werden. Uber virales Wachstum in den
Versuchsansédtzen der Heparinvollbutinkubationen konnte mikroskopisch nur sehr begrenzt
eine Aussage getroffen werden. Auch hier gilt jedoch, dass mogliche virale zytopathische

Effekte nach UV-Bestrahlung mikroskopisch nicht nachgewiesen werden konnten.

Durch Verwendung der UV-behandelten PM,y-Suspension fiir alle Vergleichsexperimente
von Heparinblut gesunder Probanden und Heparinblut von Patienten mit Pankreaskarzinom,
war gewihrleistet, dass ein starkes bakterielles Wachstum wéhrend der Inkubationszeit nicht
die erwartete proinflammatorische Wirkung der Feinstaubpartikel maskiert oder artifiziell
verstirkt. Solch eine ungehemmte Vermehrung von Mikroben wére in vivo aufgrund einer
Immunantwort des Wirts nicht zu erwarten, so dass die UV-Behandlung das in vitro System
dieser Studie eher einem Expositionsszenario in der Umwelt anndhert. Hier nimmt der Autor
der Studie mogliche partikuldre Verdnderungen beispielsweise in der Beschaffenheit der

Oberflache der partikuldren Strukturen bewusst in Kauf.

Die Effekte der UV-Bestrahlung hinsichtlich des Endotoxingehalts untersuchten wir mit dem
LAL-Test (Kapitel 3.2.3) und konnten zeigen, dass dieser nach UV-Bestrahlung ca. ein Drittel
niedriger ist als in unbehandelter PM10-Suspension. Dies spiegelt die Ergebnisse anderer
Forschergruppen (Anderson, Huck et al. 2003) plausibel wider, die zeigten, dass eine UV-
Behandlung die Endotoxinkonzentration in Wasserproben senkt. Interessanterweise lagen die
Endotoxinkonzentrationen von UV-behandelter und unbehandelter PM;y-Suspension deutlich
iiber der, die in LPS von E. coli gemessen wurde, welches in dieser Arbeit verwendet wurde.
Im Vergleich mit anderem PM,, (Heinrich, Pitz et al. 2003) fillt auf, dass die in der hier
durchgefiihrten Studie verwendete PM;,-Suspension einen vergleichsweise hohen
Endotoxingehalt aufweist. Bei Heinrich et al. lag der Endotoxingehalt bei 1.2 EU/mg PM, in
der hier durchgefiihrten Studie bei 4 bzw. 6 EU/ml. Moglicherweise liegt dies auch in der Art
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der Resuspension der Partikel in der Trigerlosung begriindet. Dariiber hinaus sind auch

jahreszeitliche Schwankungen des Endotoxingehalts in PM;( bekannt.

Der Vergleich mit LPS und die Evaluierung des Endotoxingehalts ist besonders relevant fiir
diese Studie, weil Endotoxin iiber seine Bindung an den CD14-Rezeptor auf Immunzellen wie
Makrophagen eine proinflammatorische Zytokinantwort auslost (Beutler 2000). Das
ubiquitidre und sehr variable Vorhandensein von Endotoxin in PM;, macht es schwierig zu
beurteilen, wie grofl der Anteil an der proinflammatorischen Antwort auf PM;, Endotoxin-
abhingiger Natur ist. Das ist beim Versuch einer mechanistischen Erkldrung der

proinflammatorischen Effekte von PM;, mdglichst zu beriicksichtigen.

Durch die in Kapitel 4.7 prisentierten Ergebnisse wurde gezeigt, dass die UV-behandelte
PMo.Suspension einen um ca. ein Drittel niedrigeren Endotoxingehalt aufweist als die
unbehandelte. Dies sollte in der vorliegenden Studie genutzt werden, um mit CBA-
Technologie die Zytokinantwort im Heparinvollblut von Pankreaskarzinompatienten nach 4h
Stimulation mit PM;, hinsichtlich einer Endotoxin-induzierten Zytokinsekretion zu
untersuchen. Die in Kapitel 4.7 dargestellten Ergebnisse demonstrieren, dass fiir alle vier
untersuchten Zytokine TNF-alpha, IL-6, IL1-beta und IL-8 im direkten Vergleich (Wilcoxon
matched-pairs-Test) die unbehandelte PM,y-Suspension in der gleichen Heparinvollblutprobe
eine signifikant stirkere Zytokinsekretion verursachte als die UV-behandelte, die einen
niedrigeren Endotoxingehalt aufwies. Am wenigsten ausgepriagt war der Unterschied bei IL-8,
was die Hypothese zulésst, dass dieses Zytokin am ehesten durch nicht-Endotoxin-vermittelte
Mechanismen getriggert wurde. Ebenfalls ist zu beriicksichtigen, dass durch die UV-
Bestrahlung der PM;o-Suspension auch partikuldre Veranderungen moglich sind, die ihrerseits

eine Verdanderung der proinflammatorischen Potenz nach sich ziehen kénnten.

5.8 Proinflammatorische Zytokinantwort in Heparinvollblut nach 4h
Stimulation mit LPS unterscheidet sich nur wenig bei gesunden
Probanden und Patienten mit metastasiertem oder fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom

Die im Kapitel 4.7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in den verwendeten PM;o-

Suspensionen Endotoxin enthalten ist. Davon ausgehend sollte in dieser Arbeit getestet

werden, ob beide untersuchten Studienpopulationen (gesunde Probanden versus Patienten mit

Pankreaskarzinom) eine robuste Zytokinantwort auf LPS-Stimulation aufweisen. Dies ist

notwendig gewesen, um auszuschlieBen, dass die Patienten mit Pankreaskarzinom bedingt

durch zytostatische und zytotoxische Therapieregime zur Behandlung ihrer aktiven
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Tumorerkrankung so immunsupprimiert waren, dass ein Vergleich der Zytokinantwort mit
gesunden Probanden nicht valide ist. Daher wurde in einem weiteren Experiment, dessen
Ergebnisse in Kapitel 4.9 prasentiert wurden, Heparinblut mit dem aus E. coli isolierten

Endotoxin LPS stimuliert.

Wie in Kapitel 4.9 ausgefiihrt, unterscheiden sich die Zytokinkonzentrationen nach
Stimulation mit LPS gemessen am Median fiir IL-8, IL-6 und ILIl-beta nur wenig.
AusschlieBlich fiir TNF-alpha zeigte sich, dass die gesunden Probanden im Median eine
stiarkere Zytokinproduktion aufwiesen (400 pg/ml vs. 300 pg/ml). Dies ist aus onkologischer
Perspektive interessant, da TNF-alpha (Zhao, Fan et al. 2016) auf Grund seiner Effekte auf
den Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) einen wichtigen Faktor fiir Tumor-Stroma-
Interaktionen darstellen konnte. Es gibt zudem Hinweise darauf, dass anti-TNF-alpha-
Therapien, sich gilinstig auf die Chemosensitivitit von duktalen Adenokarzinomzellen des

Pankreas auswirken (Egberts, Cloosters et al. 2008).

In beiden untersuchten Gruppen trat am gleichen Experimentaltag bei n =2 der stimulierten
Heparinvollblutproben ein Versagen des Ansprechens auf LPS auf. Es wurden 0 pg/ml
Zytokin exprimiert, dies betraf alle untersuchten Zytokine gleichermallen. Fiir diese
Inplausibilitit kam als wahrscheinlichste Ursache die Verwendung falsch konzentrierter bzw.
LPS-leerer Aliquots der LPS-Stammldsung in Frage. Bei neu angesetzten LPS-Verdiinnungen
trat dieser Effekt nie wieder auf. Die hiervon betroffenen Heparinvollblutproben zeigten nach
Stimulation mit ConA und auch PM,;y-Suspension eine Zytokinproduktion, die sich im
plausiblen Bereich der Mehrheit der jeweiligen Gruppe (Patient/in vs. gesunder Proband/in)

befand, so dass sie fiir die statistische Auswertung ohne Anderung beriicksichtigt wurden.

Zusammengefasst demonstrieren diese Experimente, dass beide Gruppen vergleichbar stark
auf die verwendete Positivkontrolle reagieren. Insbesondere liegt in der Gruppe der
Pankreaskarzinompatienten keine Schiadigung des Immunsystems vor, die so ausgepragt ist,
dass die Vergleichbarkeit der PM;,-stimulierten Zytokinantwort mit der Gruppe der gesunden
Probanden nicht gegeben wire. Dies stellt eine wichtige Grundlage fiir die Validitit der
vorliegenden Studienergebnisse hervor und unterstreicht, dass die weiter oben diskutierten
signifikanten Unterschiede in den gemessenen proinflammatorischen Zytokinen zwischen
Pankreaskarzinompatienten und gesunden Probanden nicht ausschlieflich auf

Endotoxineffekte in der PM,o-Suspension zuriickzufiihren sind.
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6. Limitationen der Studie

6.1 Auswahl des Feinstaubgemischs

Eine Begriindung der in dieser Studie durchgefiihrten Vollblutstimulationen ist die
Verwendung eines moglichst nativen, real in der grofstddtischen Alltagsumgebung
vorkommenden Feinstaubgemischs. Auf eine ausfiihrliche Analyse der verwendeten PM-
Suspension wurde in dieser Dissertation verzichtet. Es erfolgte jedoch eine
Grundcharakterisierung der PMo-Suspension mittels Messung der PartikelgroBenverteilung
und mittels Bestimmung der enthaltenen Endotoxinkonzentration. Die mikrobielle Belastung
der verwendeten PM;(-Suspension musste, um addquate Kulturbedingungen fiir die
Vollblutinkubationen zu erzielen, durch UV-Bestrahlung reduziert werden. Dies stellt eine
potenzielle Einschriankung hinsichtlich der nativen proinflammatorischen Qualitdt des
Feinstaubgemisches dar. Es ist weiter festzustellen, dass die Resuspension der
Feinstaubpartikel wie in Abbildung 9 dargestellt, diese physikalisch verdandert. Physikalische
Prozesse wie Akkumulation und Koagulation, denen luftgetragene, sehr kleine Partikel < 1
um generell und auch in der Alveole der menschlichen Lunge unterworfen sind, werden bei

vorheriger Resuspension eines Feinstaubgemisches nicht abgebildet.

Synthetisch hergestellte Feinstaubgemische, welche sowohl hinsichtlich der GroBe, der
Oberfldchenbeschaffenheit als auch ihrer chemischen Inhaltsstoffe genau definiert sind,
stellen eine Alternative zur verwendeten PM;o-Suspension dar. Sie sind zum Nachweis
grundlegender toxikologischer Mechanismen von Feinstaubpartikeln gut geeignet und bieten
in ihren genau definierten Eigenschaften gegeniiber sehr heterogenen aus der Umwelt
stammenden Feinstaubgemischen methodische Vorteile. Ziel dieser Studie ist es jedoch, die
natiirlich vorkommenden Feinstaubgemische als Umweltnoxe in ihrer Gesamtwirkung auf
den menschlichen Korper zu untersuchen. Der Fokus liegt auf der potenziell besonders

vulnerablen Gruppe der Pankreaskarzinompatienten.

6.2 Modell der Vollblutinkubation vor dem Hintergrund der verwendeten
PM;,-Suspension

Als eines von mehreren relevanten Organsystemen wurde in dieser Studie das periphere

Vollblut gewdhlt. Diese Wahl impliziert Limitationen, da das periphere Blut keinen

unmittelbaren Kontakt zu Kdrpergrenzflachen aufweist, mit denen Feinstdube bei Inhalation

in direkten Kontakt kommen. Ein direkter Kontakt zu potenziell proinflammatorischen Zellen

des Blutsystems in Analogie zur vorliegenden Methodik der hier vorgelegten
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Vollblutinkubationen, setzt eine Passage der Partikel {iber das Kapillarbett der Lunge in den
systemischen Blutstrom voraus. Ein Grofteil der vorliegenden Studien, wie sie Nakane et al
2012 in einer systematischen Literaturiibersicht zusammenfassen, beweist diesen Ubertritt in
das periphere Blutsystem ab einem Groflendurchmesser < 1 pm bzw. < 1000 nm. Nur wenige
Studien wie (Liu, Ibricevic et al. 2009) oder (L1, Li et al. 2019) zeigen Ergebnisse, die fiir eine
Passage der Partikel > 1 um iiber die Lunge bis in das periphere Blut sprechen. Fiir die hier
verwendete PM;o-Suspension im Vollblutinkubationsmodell ist daher zu diskutieren, dass
aufgrund der fehlenden ausfiihrlichen Charakterisierung des Feinstaubgemischs das
Vorkommen der Partikelgroe < 1 um nicht bewiesen werden kann. Zum einen erlaubt die
Messung der PartikelgroBenverteilung in der PM;o-Suspension mittels Casy technisch bedingt
laut Hersteller keinen Nachweis von Partikeln < 0.7 um oder 700 nm. Zum anderen weist die
Porengrofle des Sammelgerits einen unteren Cut-off von Ium auf. Dennoch sind in der
verwendeten PMo-Suspension wie in Abbildung 14 ersichtlich Partikel, die kleiner als < 1pm
sind. Der Peak Diameter liegt bei 1,03 um. Man beachte hier die Casy-Counts links des
Peaks bei 1,03 um auf der X-Achse, die kleiner als 1,03 um sind. Erklérbar ist dies mit der
Annahme, dass Partikel > 1pum im Sammelgerit kleinere Partikel an sich gebunden tragen und
mit in die PM;o-Suspension eintragen. Es gibt somit starke Hinweise auf das Vorhandensein
von Partikeln < lpm, wie in dieser Arbeit in Abb. 14 ersichtlich wird. Aufgrund der
erlduterten Bauart des Sammelgerits und der Verdnderlichkeit von Feinstaubgemischen in
wissriger Suspension, sind fiir einen zweifelsfreien Nachweis dieser Fraktion in der hier
verwendeten PM;,-Suspension weitere Analysen erforderlich. Dies stellt daher eine

methodische Limitation dieser Arbeit dar.

Dass Grof3stadtumgebungsstaub vergleichbar der hier verwendeten PMo-Suspension, welcher

Partikel < 1um enthilt, wurde beispielsweise von (Meier, Eeftens et al. 2015) beschrieben.

Andere Modelle zu immunologischen Wirkungen von Feinstaubgemischen wurden in dieser
Arbeit nicht untersucht, aber diskutiert und zitiert (Fujii, Hayashi et al. 2001), (Baulig,
Sourdeval et al. 2003), (Gioda, Fuentes-Mattei et al. 2011). Die Hypothese ist naheliegend,
dass Makrophagen der Lunge nach Feinstaubexposition an einer proinflammatorischen
Antwort im Sinne einer ,,first defense* beteiligt sind und die lokale Zytokinsynthese einen
systemischen Effekt haben kann. Daher ist es ist ein sehr plausibler Ansatz, Immunzellen wie
Makrophagen der Lunge und deren Zytokinsekretion als Endpunkt einer Studie zum
proinflammatorischen Potenzial von Feinstaubgemischen zu wihlen. Sie kommen in vivo

physiologisch und anatomisch bedingt friih in Kontakt mit luftgetragenen Feinstaubpartikeln
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eines Durchmessers < 2,5 um, ohne dass ein Ubertritt der Feinstaubpartikel in das periphere

Blut hierfur erforderlich ist.

Die experimentelle Exposition von alveoliren Makrophagen aus der Ratte mit
Feinstaubpartikeln (Hetland, Cassee et al. 2005) als Primérzellkultur umgeht methodisch die
genannten Limitationen der hier vorgelegten Dissertation teilweise, geht jedoch andere
methodische Kompromisse ein. Eine konventionelle Monozellkultur in Kulturmedium
spiegelt die alveoldre Mikroumgebung der Lunge nur sehr eingeschriankt wider. Das gesamte
immunologische Netzwerk sowie zellulire und plasmatische Arsenal des menschlichen
Immunsystems wird in einem Zellkulturexperiment mit einer einzigen Zellpopulation nur sehr
eingeschriankt abgebildet. Es wurde daher versucht, durch Ko-Kulturexperimente von
Zellkulturlinien des alveoldren Epithels (A549) mit Makrophagen die Bedingungen der PM; s-
Exposition in vivo zu modellieren (Wang, Zhang et al. 2020). Die Autoren demonstrierten,
dass die Stirke der Zytokinantwort nach Stimulation mit einer PM;s-Suspension stark
abhingig davon war, ob die A549-Zellen vollstindig in Zellkulturmedium getaucht waren
oder im Air-liquid Interface Zellkulturansatz apikal Kontakt zur Umgebungsluft hatten. Fiir
Untersuchungen, die sich auf lokale Effekte in der Lunge beziehen, ist das Air-liquid Interface
dennoch eine addquate Alternative. In der hier vorgelegten Arbeit sollten jedoch systemische
Effekte untersucht werden. Die Wahl des peripheren Vollbluts mit seiner physiologischen
Vielfalt an immunologischen Interaktionspartnern stellt unter diesem Gesichtspunkt einen
methodischen Vorteil dar. Sie erlaubt auBlerdem die zweite Hypothese dieser Arbeit zu
tiberpriifen, ob Vollblut von Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem
Pankreaskarzinom, starker prothrombogen auf Exposition mit einer PM,o-Suspension reagiert

als das Vollblut gesunder Probanden.

Das fiir diese Studie gewidhlte Modell stellt einen Kompromiss dar und weist naturgemal
methodische Limitationen auf. Die Situation des Aufeinandertreffens von luftgetragenen
Partikeln und alveoldren Oberflichen im Rahmen der inhalativen Exposition mit
anschlieBendem Durchtritt von Feinstaubpartikeln durch das Kapillarbett in den systemischen

Blutkreislauf, kann so nur eingeschriankt modelliert werden.

6.3 Prothrombogene Wirkung der PM,,-Suspension

In dieser Dissertation wurden isoliert die Gerinnungsfaktoren Antithrombin, Prothrombin,
Plasmin/Plasminogen und Faktor XIII untersucht. Die Untersuchung einzelner
Gerinnungsfaktoren erlaubt jedoch nur indirekte Riickschliisse auf die klinisch tatséchlich

vorliegende Gerinnungssituation. Die vorliegende Studie beinhaltet keine funktionellen
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Gerinnungstests und kann somit methodisch bedingt keinen direkten Nachweis einer
prothrombogenen  Wirksamkeit der benutzten PM,o-Suspension liefern. Obwohl
Gruppenunterschiede zwischen gesunden Probanden und Pankreaskarzinompatienten gesehen
wurden, konnte ein spezifisch durch PMo-Suspension hervorgerufener Unterschied nur fiir
Faktor XIII gezeigt worden, was im Diskussionsteil dieser Arbeit erortert wurde. Aufgrund
organisatorischer Abldufe in der Onkologischen Ambulanz der Klinik, konnte in dieser
Dissertation leider keine Thrombelastografie (ROTEM) direkt nach der Blutentnahme
durchgefiihrt werden. Bei diesem funktionellen Gerinnungstest wére ein Vergleich der beiden
untersuchten Gruppen wegen der medikamentdsen therapeutischen Antikoagulation der
Pankreaskarzinompatienten erschwert gewesen. Ein Vergleich innerhalb der jeweiligen
Gruppen im Sinne eines Matched-pairs-Test wire jedoch sehr attraktiv. Die Parameter MCF
(Maximum Clot Firmness) und auch die Thrombusstabilitdt iiber die Zeit im ROTEM sind
hier von besonderem Interesse aufgrund der gezeigten Unterschiede in der Faktor XIII-
Konzentration und dessen physiologischer Wirkung der Fibrinquervernetzung und

Thrombusstabilisierung.

Das Fehlen eines funktionellen Tests der Gerinnung stellt somit in der vorgelegten
Dissertation eine methodische Einschrinkung dar. Auch die Thrombozytenaktivierung, wie
sie in der klinischen Labordiagnostik beispielsweise durch  Simulation der
Thrombozytenaktivierung an einer Kollagenmembran (PFA100-Test) vorgenommen werden
kann, liefert einen funktionellen Gerinnungsparameter, dessen Untersuchung prothrombogene

Eigenschaften von Feinstaubpartikeln funktionell abbilden konnte.

Zusammenfassend konnte die funktionelle Endstrecke der plasmatischen und zelluldren
Gerinnungskaskade in der vorliegenden Dissertation nicht untersucht werden. Die
Riickschliisse dieser Arbeit auf die Prothrombogenitét sind damit indirekt und beschrinken

sich auf Faktor XIII.

Es bleibt festzustellen, dass fiir weitere Experimente, die einer dhnlichen Fragestellung wie in
der hier vorgelegten Dissertation nachgehen, von einer Ethikkommission kritisch zu priifende
Inhalationsexperimente mit anschlieBenden Vollblutanalysen an freiwilligen Probanden einen
Goldstandard darstellen wiirden. Ein methodisch sauberer Ansatz wére bei hoher Invasivitat
die Untersuchung von bronchoalveolirer Lavage (BAL), um ex vivo humane
Lungenmakrophagen zu isolieren. Aus ethischen Griinden wére hier sehr wahrscheinlich nur
die Exposition mit einer niedrigen Konzentration von Feinstaub iiber einen kurzen Zeitraum

moglich. Alternativ kdnnten Mitarbeiter entsprechend Feinstaub-belasteter Arbeitsplitze als
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Probanden erwogen werden. Mithilfe eines solchen Vorgehens konnte, unter Einhaltung aller
ethischer Richtlinien und Grundsitze, untersucht werden, welchen Anteil alveolire
Makrophagen im Vergleich zu Zellen im Vollblut an einer proinflammatorischen Antwort

nach inhalativer Exposition mit Feinstaub < 1 pm Durchmesser haben.
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7. Schlussfolgerung

Die hier vorgelegten Ergebnisse sind suggestiv flir einen durch PMo-Stimulation induzierten
Verbrauch von Faktor XIII, der in Heparinblut von Patienten mit Pankreaskarzinom vorlag,
nicht jedoch in Heparinblut gesunder Probanden. Zusammen mit der in dieser Studie zum
ersten Mal nachgewiesenen, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe statistisch signifikant
hoheren IL-8-Produktion nach PM;o-Stimulation von Heparinblut, zeigt diese Studie zwei
PM,y-sensible Parameter auf, die funktionell miteinander in Verbindung stehen konnten:
Sowohl IL-8, wie weiter oben beschrieben durch IL8-Rezeptoren auf Erythrozyten, als auch
Faktor XIII als Transglutaminase in der Quervernetzung von Fibrinmolekiilen, spielen auf
sehr unterschiedliche Art, aber letztlich in funktionell synergistischer Weise, eine zentrale
Rolle bei der Ausbildung der Thrombusstabilidt. Dies konnte ein erster mechanistischer
Hinweis  darauf sein, dass Patienten mit  Pankreaskarzinom  hinsichtlich
gesundheitsschiadigender Wirkungen von PM;y im Endpunkt VTE eine besonders vulnerable
Gruppe darstellen. Unterstrichen wird die Relevanz dieser Ergebnisse fiir IL-8 und Faktor
XIII durch die fir IL-6 erhobenen Daten. Diese zeigten im Heparinblut von
Pankreaskarzinompatienten eine statistisch signifikant hohere IL-6-Konzentration bereits 4h

nach Stimulation mit PM;,.

Die hier dargestellten Ergebnisse sind nach bestem Wissen des Autors neue, bisher in der
Fachliteratur nicht veroffentlichte Erkenntnisse. Sie geben Anlass, in zukiinftigen in vitro
Studien die fir VTE relevanten Endpunkte Thrombusstabilitdt und D-Dimerkonzentration
nach PMj,-Stimulation zu untersuchen. Weiterhin bestitigt die vorliegende Arbeit friiher
publizierte Hinweise (Pierdominici, Maselli et al. 2014) darauf, dass PM, die T-Zellaktivitat
hemmt. Aus onkologischer Perspektive wire das flir Patienten mit Pankreaskarzinom mit
ohnehin eingeschrinktem Allgemeinzustand ein von PM;, ausgehender zusitzlicher
Risikofaktor. Offen ist hier allerdings, ob eine PM,¢-induzierte Hemmung der T-Zellaktivitit

klinisch relevante immunologische oder gar onkologische Folgen hitte.

Auch wenn aus der vorgelegten Studie keine Handlungsempfehlungen hinsichtlich einer
Verhaltenséinderung oder Therapieempfehlungen fiir Patienten mit Pankreaskarzinom
abgeleitet werden konnen, stellt sie jedoch Daten zur Verfliigung, die helfen konnen, die
weitreichenden systemischen Folgen des Pankreaskarzinoms in einen umweltmedizinischen

Zusammenhang zu stellen.
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