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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das humane duktale Pankreasadenokarzinom

1.1.1 Vorkommen

Pankreaskarzinome machen etwa 3,5 % aller bosartiggibildungen beim Erwachsenen
aus. Mit einer geschéatzten Inzidenz von 42470 EBRKaagen im Jahre 2009 und 35240
Todesféllen stellt das Pankreaskarzinom die viefthdte tumorbedingte Todesursache in
den USA dar [1]. Insgesamt liegen dabei die Inzzdaten in den westlichen Regionen (USA,
Kanada, Nordeuropa, Skandinavien) héher als in slefbstlichen Landern (Sudostasien,
Indien, Stdeuropa). In Deutschland erkranken laxgaben des Robert Koch-Instituts (RKI)
knapp 13500 Menschen pro Jahr neu an einem Paklressm und jeder sechste
tumorbedingte Tod in Deutschland wird durch ein tdlds Pankreasadenokarzinom

verursacht [2].

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt nur 1 bis 51%3[ 4] und ohne therapeutisches
Eingreifen belauft sich die mediane Uberlebensimitfortgeschrittenen Stadium auf 3,5
Monate [5]. Der Altersgipfel liegt zwischen der und 8. Dekade, wobei 60 bis 70 % der
Erkrankten alter als 60 Jahre sind. In den meistéindern sind Mé&nner vom
Pankreaskarzinom haufiger betroffen als Frauerem&m Verhaltnis von etwa 1,25 bis 1,75
zu 1 [6]. Dies gleicht sich aber mit fortschreitend Alter zunehmend aus und scheint sich
mit Einsetzen der Menopause der Frau nahezu diegg®V/aa haltenPhysiologisch bedingt
sinkt bei Frauen nach der Menopause der Ostrogageipim Blut, woraus man schlieRen
konnte, dass Ostrogene eine protektive Wirkung meR@nkreaskarzinombildung ausiiben,
wie es auchfur die Tumorigenese des Kolonkarzinoms zu gel@memt [7]. Gegen einen
positiven Effekt von Ostrogeneinfluss spricht allags die Tatsache, dass dieser wesentlich

zur Karzinogenese von Mamma-, Endometrium- und @karzinom beitragt [8, 9].

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist nach wie uageklart. Zu den bekannten
Risikofaktoren fur dessen Entwicklung zahlt sowaktiver als auch passiver Nikotinkonsum,

was in zahlreichen epidemiologischen Studien besmesurde [10-16]. Dabei steigt die
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Inzidenz proportional mit der konsumierten Tabakgeenund der Zeitspanne des
Nikotinkonsums [17]. Auch diatetische Gesichtspenktwie Ubermalliger Verzehr von
Kohlenhydraten und rotem Fleisch bzw. tierischeritefe und Adipositas werden als
pradisponierend angesehen [18, 19]. Vermehrter éherzon Obst und Gemise sowie

Bewegung wirken dagegen offensichtlich protekti®,[20, 21].

Als weitere mogliche krankheitsfordernde Faktoremrden mehrfach Gbermagiger Kaffee-
[22, 23] und Alkoholkonsum [16] diskutiert. Ein éitites Risiko konnte fir beide Faktoren
jedoch nicht bewiesen werden [24]. Alkohol ist zwder Hauptrisikofaktor fir eine
chronische Pankreatitis, die oft ein Pankreaskamimach sich ziehen kann, eine kausale
Verbindung ist jedoch nicht abschlieRend bewie2&h [

Als hereditdre Ursache lasst sich eine bei 5 bi%l@ller Pankreaskarzinompatienten
auftretende familidre Haufung nachweisen [25]. 2a thmiliaren Tumorsyndromen, die mit
einer signifikant erhohten Erkrankungshéaufigkeriheirgehen [26], gehoren in erster Linie
die hereditdre Pankreatitis [27], das familial agb multiple mole melanoma-Syndrom
(FAMMM) [28] und das Peutz-Jeghers-Syndrom [29].

Auch Diabetes mellitus wird mit der Entstehung sirankreaskarzinoms in Verbindung
gebracht [30-34]. Im Tierversuch lasst sich daskReaskarzinom durch Langzeitbehandlung
mit Karzinogenen wie Nitrosamin induzieren [35]sAleiterer Risikofaktor wird daher auch
ein langerer Kontakt im Rahmen beruflicher Expositimit chemischen Noxen wie

2-Naphthylamin, Benzidin oder DDT angenommen [3§-40

1.1.3 Klinik und Symptome

Da in der Frihphase der Erkrankung keine typis@esthwerden oder Symptome vorliegen,
erfolgt die Diagnose meist erst im fortgeschritten8tadium, wenn der Tumor schon
Metastasen entwickelt hat. Die spat einsetzendep&ymatik hangt von der Lokalisation des
Tumors in der Bauchspeicheldriise ab. Das Pankreaskarzinom ist beim Menschen zu ca.
70 % im Pankreaskopf lokalisiert [41], dabei konestdurch die Verengung des Gallengangs
und somit gestorten Galleabfluss oftmals zu eingtrabepatischen Ikterus. Bei Tumoren im
Corpus- und Caudabereich auR3ern sich die erstenptS8yme uncharakteristisch in

Gewichtsverlust und Schmerzen im Oberbauch. Dazwinnd®d jeweils gestortes
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Allgemeinbefinden, Inappetenz, Ubelkeit, Erbrechedjarrhoe und unspezifische
Ruckenschmerzen auftreten; ca. 80 % der Patientgnokeln eine Diabetes mellitus [42].

1.1.4 Pathologie

Der weitaus haufigste solide Pankreastumor, dataiuRankreasadenokarzinom, wird durch
frihzeitige hdmatogene und lymphogene Metastagienlnarakterisiert [43, 44], meist in
regiondren Lymphknoten, Leber oder Lunge. Zudemereduktale Pankreasadenokarzinome
ein lokal ausgepréagtes infiltratives Wachstum migish ausgedehnter Nervenscheiden-
infiltration. Die meisten Pankreasadenokarzinome sind maRig 9%e%) bis hoch
differenziert (ca. 40 %) [45], fuhren zu einer debien desmoplastischen Stromareaktion und

weisen somit eine derbe Konsistenz auf.

In den meisten Tumoren kdnnen anhand genetischeerdlithungen Mutationen des
p53-Gens und bis zu 90 % des K-ras-Protoonkogertsgeaviesen werden [46-50].

1.1.5 Diagnose

Laboruntersuchungen allein sind wenig aussage§rafta samtliche Parameter, wie die
Serumkonzentration der gangigen Tumormarker CAl8+tl CEA, die notwendige
Sensitivitat und Spezifitdt vermissen lassen. Beiddcht auf Pankreaskarzinom erfolgt der
erste Schritt zur Diagnose Ublicherweise Uber gari@iSonographie. Auf diese Weise lassen
sich etwa 70 % der Karzinome erkennen und Lebestasan detektieren. Als Verfahren fir
das Staging der Tumore werden hauptsachlich die pdtrtomographie (CT) mit einer
Sensitivitat von ca. 90 % und die Magnet-Resonammdgraphie (MRT) mit MRCP
(Magnetresonanz-Cholangio-Pankreatikographie) veaeen Auch die Endosonographie
kommt fur diese Indikation infrage. Die invasive déskopische Retrograde Cholangio-
Pankreatikographie (ERCP) dient, abgesehen vorAtklarung von Papillenprozessen, in
erster Linie therapeutischen Zwecken. Stellt sicim darzinom aufgrund seines
fortgeschrittenen Stadiums bereits im Vorfeld alsperabel dar, oder soll eine neoadjuvante
Therapie durchgefiihrt werden, ist eine histologgss@eurteilung durch Fein- bzw. Grob-
Nadelpunktion indiziert. Diese erfolgt in der Regenographisch, endosonographisch oder
CT-kontrolliert. Bei Verdacht auf Fernmetastaser@ber oder Peritoneum, welche oftmals
in den bildgebenden Verfahren nicht erfasst werd@mn praoperativ eine diagnostische

Laparoskopie durchgefiihrt werden [51].



Einleitung 4

1.1.6 Therapie und Prognose

Gegenwartig gilt die radikale chirurgische Reseaktanter Einbeziehung der regionaren
Lymphknoten noch immer als einzige potentiell kivexttTherapiemoglichkeit. Diese ist
jedoch nur bei auf das Pankreas begrenzten Tumataes, hei3t in 20 % der Falle
durchfuhrbar, da auf zuverlassige Mal3Bhahmen zuhdfki@&nnung nicht zurickgegriffen
werden kann und die Diagnosestellung oftmals ad&lBloefunden beruht. Der Tumor ist zu
diesem Zeitpunkt bei 40 % der Patienten schon lfidd&deschritten, bei weiteren 40 % haben
sich bereits Metastasen entwickelt. Ist dies ddly Batragt die mediane Uberlebenszeit nach
Diagnosestellung nur noch 5 Monate, auch wenn kerdene palliative Malinahmen
ergriffen werden. Doch selbst bei einer radikaleséktion liegen die 5-Jahres-Uberlebens-
raten nur bei 10 bis 20 %, die mediane Uberlebéniseel8 bis 25 Monaten [52, 53].

Aufgrund des Fehlens von zuverlassigen Methoden Fmitherkennung und des sehr
aggressiven Tumorwachstums entspricht die Inzidgdezibeim Pankreasadenokarzinom

anndhernd der Mortalitatsrate.

1.1.6.1 Whipple-Operation

Wenn noch keine komplexe Infiltration der umliegendseféalRe existiert und sich noch keine
Fernmetastasen gebildet haben, stellt das klassigRbsektionsverfahren fir die zu
60 bis 70 % im Pankreaskopf lokalisierten Karzinodine partielle Pankreatoduodenektomie
(PPD) dar. Diese Operation nach Kausch-Whipple Hadiet eine Resektion von

Pankreaskopf, Duodenum, Gallenblase inklusive ldista Choledochus und distaler
Magenhalfte. Regionare Lymphknoten werden eben@aitéernt. Alternativ hierzu wird in

den letzten Jahren zunehmend die pyloruserhaltgratéelle Pankreatoduodenektomie
(PPPD) nach Traverso-Longmire als operatives Vegfaleingesetzt, bei welcher der Magen

inklusive Pylorus vollstandig erhalten bleibt.

Bei fortgeschrittenen Tumoren im Corpus- oder Chedzich, die bereits die arteriellen
Gefal3e infiltriert haben, erfolgt in der Regel ef@nkreaslinksresektion mit Splenektomie.
Sind Tumore in diesem Bereich lokal auf das Parkieaschrankt, kann dieser Eingriff

heutzutage oftmals mit Erhaltung der Milz durchdetiverden.
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1.1.6.2 Chemotherapie

Die aktuelle Standardchemotherapie nach RO/R1-Resekines Pankreasadenokarzinoms
stellt eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabilae, obwohl sich Pankreasadeno-
karzinome oft als chemotherapieresistent erweiséoch vor wenigen Jahren galt 5-
Fluorouracil (5-FU) als das Chemotherapeutikum,diahdchsten Erfolge erzielte, mit einer
medianen Uberlebenszeit von 4,2 bis 5,5 Monaten §}. Allerdings erwies sich die
Ansprechrate von 0 % bis 19 % [56-59] als niedrig.

Eine bessere Vertraglichkeit und auch geringfigigdne Erfolgsraten als mit 5-FU konnten
erzielt werden, als 1996 Gemcitabine (Difluorodesytigline) aufgrund einer randomisierten

Studie in Deutschland zugelassen wurde [60]. Hiegpeachen die Patienten wesentlich
besser auf Gemcitabine an (23,8 %) als auf dieapemit einem 5-FU-Bolus (4,8 %). Die

Uberlebensrate nach 12 Monaten lag bei den mit Gabice behandelten Patienten deutlich
hoher (18 % verglichen mit 2 % bei den 5-FU-Thegpptienten). Zudem konnte durch
Gemcitabine eine signifikant Iangere mediane Ulbersdauer erzielt werden als durch 5-FU
(5,65 Monate versus 4,41 Monate).

Es konnten letztendlich verschiedene Versuche vamidnationstherapien mit diesem
Pyrimidin-Antimetabolit nicht zu dem erhofften priapten Anstieg der Ansprechraten
fuhren. Dennoch wurde in Phase-II- und -lll-Studrait Gemcitabine an unvorbehandelten
Patienten mit Pankreasadenokarzinom in fortgeseham Stadium eine Verbesserung des
medianen Uberlebens von 4,8 bis 5,6 Monaten erf86H63]. Auch neuere Studien lassen
darauf riickschlieRen, dass eine adjuvante Chenagtieedas Uberleben verlangert [64, 65].
Aus den aktuellen préklinischen und Kklinischen &nd wird deutlich, dass, auf
molekularbiologischem Verstandnis basierend, wddaistich mehrere Signalwege
gleichzeitig durch Kombinationen von Inhibitoren eod unselektiven Tyrosinkinase-

Inhibitoren blockiert werden missen.

Fur die palliative Behandlung von fortgeschrittereler bereits metastasierten Tumorstadien
sind als Wirkstoffe derzeit Gemcitabine und seibhuda 2007 der EGFR-Tyrosinkinase-
Inhibitor Erlotinib zugelassen. Die Kombinationstiygie aus beiden Substanzen (wdchentlich
1000 mg/Mi. v. Gemcitabine und taglich 100 mg Erlotinib p). wird in den aktuellen S3-
Leitlinien als Behandlungsstandard empfohlen, da #rglichen mit Gemcitabine als
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Monotherapeutikunsowohl das progressionsfreie Uberleben als auchGémssmtiiberleben
signifikant verlangert [66-70].

1.1.6.3 Strahlentherapie

Uber den Stellenwert der Strahlentherapie in deraBdlung des Pankreasadenokarzinoms

herrschen kontroverse Meinungen.

Da bei den meisten Patienten aufgrund des fortgétsecten Stadiums eine RO-Resektion
(nach welcher kein Tumorgewebe am Resektionsranar machzuweisen ist) nicht mehr
durchgefuhrt werden kann, verbleibt einzig die Mdtteit einer palliativen Therapie. In den
meisten der bisherigen Studien konnte der alleiigesatz ionisierender Strahlung keine
signifikante Verlangerung der medianen Uberlebdhsbewirken, verbunden mit oft

erheblichen Nebenwirkungen [71]. Zumeist wird digraBlentherapie deshalb mit der
Chemotherapie kombiniert und kommt dann als simeltaRadio-/Chemotherapie zu

neoadjuvanten, adjuvanten oder palliativen Zweaan Einsatz.

1.1.6.4 Stammzelltherapie

Fir mehrere Tumorentitdten konnte inzwischen naslegen werden, dass deren
Proliferations- und Wachstumsverhalten auf die Riggie undifferenzierter Stamm- und
Progenitorzellen zurlckzufihren ist [72-80], dertnafls zu Resistenzen gegen
Chemotherapien fuhrt. Diese Tumorstammzellen zeichsich durch stammzelltypische
Oberflachenmarker aus (wie CD133, ABCG2), besitdas Potenzial zur Selbsterneuerung
und zur Differenzierung in unterschiedliche Gewetsa und zeigen eine erhohte
Tumorigenitat [81, 82]. Um den Tumorstammzell-Pgekielt beeinflussen zu kénnen und
somit Resistenzmechanismen ausschalten zu kontedr,dse bessere Charakterisierung der
molekularen und biologischen Eigenschaften diesdipdpulation im Fokus des Interesses

der Forschung, um daraus neue Therapiekonzepteteickeln.

1.2 Das Pankreasadenokarzinom beim Tier

1.2.1 Vorkommen

Das exokrine Pankreaskarzinom ist bei den Haussédugslang relativ schlecht untersucht,

tritt aber offensichtlich bei allen Spezies auf.sBadie haufigsten Félle nach wie vor
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hauptsachlich bei Hunden und etwas seltener beiddatliagnostiziert werden [83-85], ist
wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass diedehdyweise aufgrund der Fursorge des
Halters oder im Zusammenhang mit Impfungen tielidhan Allgemeinuntersuchungen

unterliegen und somit regelmaRig auf Veranderundges Gesundheitsstatus uberprift
werden. Die Analyse der Daten von elf veterindrmi@ischen Fakultaten in den USA und
Kanada umfasste in einem Zeitraum von acht Jahnea Anzahl von 54 registrierten

Patienten mit Primartumor. Unter diesen Fallen Ruainkreaskarzinom befanden sich 42

Hunde, neun Katzen, zwei Rinder und ein Pferd [85].

1.2.1.1 Hund und Katze

Obwohl Adenokarzinome des Pankreas regelmallig kesbhen auftreten, sind sie bei
unseren domestizierten Tieren vergleichsweise reelken haufigsten finden sie sich bei
alteren Hunden (8 bis 10 Jahre), und machen htebi,1 % aller Tumore aus [86-88]. Bei
Hund und Katze sind sie vor allem im Corpus lokeailis[89]. Dabei muss berlcksichtigt
werden, dass das Pankreas nicht wie beim MenscheQaput, Corpus und Cauda
untergliedert wird, sondern sich aus dem zentr@lerpus und den zwei Schenkeln, Lobus
pancreaticus dexter und sinister, zusammensetzerien Hunden sind Boxer signifikant
haufiger betroffen als andere Rassen. Auch fir dgredale Terrier wird eine

Rassedisposition vermutet. Ebenso verhélt es sitldem Springer Spaniel [90, 91]. Bei
Katzen finden sich Pankreaskarzinome im Allgemeinech seltener. Allerdings ist davon
auszugehen, dass sich bei Katzen ebenso erst atm édter von 8 Jahren ein klinisch

nachweisbares Pankreaskarzinom entwickelt.

In einer retrospektiven Studie [92] konnte bei Hemdnach Untersuchung von 9342
Pankreata in 0,43 % (n =40) aller Falle ein Paadkarzinom diagnostiziert werden. Bei

Katzen ergaben sich mit 0,4 % unter 6504 unteremcRankreata ahnliche Ergebnisse.

1.2.1.2 Pferd

Bei Pferden sind Pankreaskarzinome aul3erst seltsh am lebenden Tier schwer
nachzuweisen, so dass samtliche bislang bescherlf&ille erst post mortem diagnostiziert
werden konnten [93, 94].
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1.2.1.3 Andere Tierarten

Uber Pankreaskarzinome bei anderen Tierarten wikter Literatur selten berichtet, obwohl
sie bei allen Haus- und vermutlich auch Wildsawageti auftreten [95]. Meist handelt es sich
in diesen wenigen Fallen um Zufallsbefunde beiSkktion von Zoo- oder Labortieren oder
um Schlachthofkontrollen von Rindern und Schweinkasfihrlichere Berichte existieren
Uber Pankreastumore bei Rindern und Labortieren 985 97]. Infiltratives Wachstum und
frihzeitige, aggressive Metastasierung, vor allemLymphknoten und Leber, werden in

nahezu allen dokumentierten Féllen, unabhangigdesrspezies, beschrieben.

Auch bei allen Vogelarten kénnen sich Pankreaskame entwickeln [98-102]. Diese
metastasieren ebenfalls in die Leber und in Blédtgefund enden trotz Resektion so gut wie

immer todlich. Oft treten sie gemeinsam mit einealléhgangkarzinom auf [102].

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist bei Tidsistang nicht aufgeklart. Bei Hunden lasst
sich auf schon genannte Rassedisposition schlieBen.Katzen konnten bislang keine

Unterschiede hinsichtlich Rasse oder Geschlechanatkwerden. Beinahe alle betroffenen
Tiere waren fortgeschrittenen Alters. Als ein mélgér Einflussfaktor werden Mutationen des
K-ras-Onkogens vermutet, da diese bei Katzen lgslamzig im Zusammenhang mit

Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden konnten Z8dlem weisen Hunde eine fast
iIdentische K-ras-Mutation auf, wie sie bei Menscimeih Pankreaskarzinom zu beobachten
sind [83].

1.2.3 Klinik und Symptome

Die klinischen Symptome bei Hund und Katze sindngbewie beim Menschen unspezifisch
und umfassen Apathie, Inappetenz, Vomitus, Ikte(p®sthepatisch), schmerzhaftes
Abdomen, Kachexie, Aszites, palpierbare Umfangsedimmng im kranialen Bauchbereich
mit z. T. Kaudalverlagerung des Intestinums sowakrdsen. Oftmals beschrieben wird vor
allem bei Katzen eine paraneoplasische Alopezie,lchee allerdings auch bei
Gallengangskarzinomen zu beobachten ist. Diese lsmkundar mit Malassezia-Hefen
infiziert und nach Resektion des Karzinoms sogarensbel sein. Sie stellt sich als
symmetrischer bilateraler Haarverlust an Bauch, fKom medialen Gliedmal3en dar [103].

Nur in seltenen Fallen kommt es zu einer exokrifankreasinsuffizienz [104].
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Als Symptome bei den untersuchten Fallen der Eaquideerden Inappetenz und
Gewichtsverlust infolge Diarrhoe beschrieben. AHdederen unspezifischen Symptome

kénnen aufgrund der geringen Anzahl ausgewertéte Richt als typisch betrachtet werden.

1.2.4 Pathologie

Meist handelt es sich um duktale oder azinare Akerzanome mit friher und ausgepragter
Metastasierung und lokaler Infiltration in Abdomiraam, Diaphragma und vor allem
Duodenum [105]. Eine ausgepragte Metastasierung imerGegensatz zum Menschen
hauptséachlich im Corpus lokalisierten Tumore etfalgsgesprochen friihzeitig, insbesondere
in Leber und Ln. sternalis cranialis [89, 106]. &€lk-ras-Mutation ist wie beim Menschen bei
einem Grol3teil der Falle nachweisbar.

1.2.5 Diagnose

Es muss bei Hund und Katze sorgfaltig darauf gesasirden, knotige Hyperplasien alterer
Tiere und Tumore des endokrinen Pankreas auszeBehli Die Diagnose wird meist auf
Verdacht gestellt bzw. kann in seltenen Fallen lduRHntgenaufnahmen des Abdomens
erhartet werden, wenn sich dabei eine Verdichtamdkranialen rechten Abdomen und/oder

eine Rechtsverlagerung des Duodenums nachweissn las

Bildgebende Verfahren mit hoher diagnostischer Agekraft sind kontrastmittelverstarkte
Computertomographie und abdominale Sonographibesmdere wenn bereits bestehende

Metastasen nachgewiesen werden kdnnen.

Die palpatorisch erfassbaren Pankreasveranderulagsen sich als hypoechogene Masse
zwischen Duodenum und Magen sonographisch darste[lE07] und punktieren.

Labordiagnostische Untersuchungen liefern entsprethier Beteiligung anderer Organe oft
unspezifische Ergebnisse, die beispielsweise Meg@sting widerspiegeln kdnnen. So zeigen

Blutuntersuchungen variable Aktivitatssteigerungen Lipase und Amylase im Serum.

Die Enddiagnose kann jedoch nur anhand einer bgisdhen Untersuchung von Biopsie-

oder Resektionsmaterial erfolgen.

Bei Equiden mit Pankreaskarzinom findet sich ofgsrahe betrachtlich erhdhte Aktivitat der

Leberenzyme, insbesondere deglutamyl-Transferase [93].
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1.2.6 Therapie und Prognose

Die Prognose ist bei Adenokarzinomen zum Zeitpuldt Diagnosestellung aufgrund der
extrem frihzeitigen und aggressiven Metastasiehergits sehr schlecht. Eine Behandlung
wird derzeit bei eindeutiger Diagnose in der Rageht durchgefuhrt, an eine Resektion ist
aufgrund des fortgeschrittenen Stadiums bei Diagmos ausnahmsweise zu denken. Es sind
bislang keine Falle bekannt, in denen ein Tier k@peration oder Therapie geheilt werden

konnte.

1.3 Ostrogenrezeptoren

1.3.1 Struktur und Signaltbertragung

Ostrogenrezeptor-Signalwege regulieren wichtige sjuliggische Prozesse, so wie
Zellwachstum und Apoptose [108]. Die vielschichtigdufgaben von Ostrogenen wirken
sich nahezu auf den gesamten Organismus aus. édiedgen haben Modifikationen des
Hormonhaushalts weitreichende Folgen, wie sie Ipd®peise nach der Menopause der Frau

deutlich ersichtlich sind.

1985 konnte der erste Ostrogenrezeptor [109] ktbmierden, der heute als Ostrogenrezeptor
alpha (ER) bezeichnet wird und zum wichtigsten prognostischied pradiktiven Faktor
beim Mammakarzinom avancierte. Erst 1996 konntewaditerer Ostrogenrezeptor kloniert
werden [4], der Ostrogenrezeptor beta (ERBis zu diesem Zeitpunkt gab es groRen
Klarungsbedarf in der Interpretation der Tatsacti@ss zwar die meisten Korperzellen,
sowohl beim Menschen wie auch beim Tier, mit Ostrogzeptoren ausgestattet sind,
nattrliche und chemische Ostrogene und Antidstregetoch in verschiedenen Organen und
Organsystemen vollig unterschiedliche Wirkungeriadteten. Die Klonierung des ERsowie
das bessere Verstandnis von gewebespezifischemé&arhaund Repressor-Genen konnten

schlie3lich weitere malRgebliche Aufschliisse erlering

ER und ER gehoren zur Klasse 1 der Superfamilie der nukte&termonrezeptoren und
sind sich strukturell ahnlich. Beide weisen funi(]l bzw. sechs [111] Doméanen (A bis F)
auf. In der DNA-bindenden C-Domine (DBD) bestemeed7%ige Ubereinstimmung der
Aminosauresequenz, im Bereich der Liganden-binderi€id®omane (LBD) entsprechen sie
sich beinahe zu 60 % (siehe Abbildung 1).
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1 185 251 355 549 595

hERa

AF-1 DNA LIGAND
AF-2
1 148 214 304 500 530

hERb

AF-1 DNA LIGAND
AF-2

Abbildung 1: Struktur und Doménen der humanen Ostrayenrezeptoren ER und ER

Die Prozentzahlen nach [110] geben den Grad der Utsnstimmung der Aminosauresequenzen innerhalb
der einzelnen Doménen (A-F) an. AF (activation furtion), DNA (DNA-binding domain, DBD), Ligand
(ligand-binding domain, LBD)

Sobald ein Ligand an den Rezeptor bindet, untdritkgser einer Konformationsanderung
und es bilden sich nach Translokation in den Nuklelomo- oder Heterodimere. Diese
binden mit hoher Affinitdt an die spezifische DNA&dbenz (Estrogen Responsive Elements,
ERE) bestimmter Gene und kdénnen mithilfe von CotRa&gren und -Repressoren die

Transkription beeinflussen.

Lange Zeit beschrieb man die Rezeptoren als ligsatatgingige Transkriptionsfaktoren
[111]. Heute jedoch kennt man neben dem klassisabheh andere Wege der Aktivierung. So
kbnnen nach  Ligandenbindung dber Interaktionen = miDNA-gebundenen

Transkriptionsfaktoren wie dem SP-1-Komplex [112ngegulatorische Prozesse ohne
direkte Bindung an die DNA abgewickelt werden. Zud&dnnen Uber verschiedene
Signaltransduktionswege, z. B. durch Wachstumsfektazellulare Kinasen aktiviert werden,
die die Ostrogenrezeptoren phosphorylieren. Dieg@nén dann die Dimerisierung
vollziehen, an die DNA binden und auf die Regulatiler Genexpression einwirkeDes

Weiteren existieren nicht-genomische Effekte, dih snnerhalb weniger Sekunden oder
Minuten ereignen und nicht auf der Transaktivierumgn Genen beruhen. Dieser
ligandenunabhangige Weg fihrt Gber die Phosphowlg der ER durch Kinasen, die tber
verschiedene Signaltransduktionswege, wie z. B.N&tacnsfaktoren, aktiviert werden (siehe



Einleitung 12

Abbildung 2). Vermutlich lauft diese Aktivierung tem Involvierung von Second-Messenger-

Systemen Uber membranstandige ER [113,.114]

ligandenabhangig
X <4
Qo A — —
=S > ER ER
c
SN
X+ ‘A
SE » * ER T ER aap [
c

ligandenunabhangig

P ﬁ P

aktivierte
WF ‘> Kinasen ER ' ER
ERE

ER

Aktivierung tber
Wachstumsfaktoren

Abbildung 2: Wege der Modulation von Genexpressiomlurch Ostrogenrezeptoren

(Abbildung modifiziert nach [114]; TF: Transkriptio nsfaktor, WF: Wachstumsfaktor,
P: Phosphatgruppe)

1.3.2 Einfluss von Ostrogenrezeptoren auf die Tumorprogresion

Ostrogenrezeptor-Signalwege regulieren wichtigesjuiggische Prozesse wie Zellwachstum
und Apoptose [108]. Indem sie Zellzyklus-férdernBeaktoren, wie Wachstumsfaktoren,
Proto-Onkogene und Cyclin D1 hochregulieren, vexctinen sie auf diese Weise aber auch
mitogene Effekte. Da 06strogenregulierte Gene in diellen haufig Uberexprimiert
aufzufinden sind, kann die ER-Aktivierung durchaass kritischer Schritt in der
Tumorprogression betrachtet werden. Der Hormontersgatus nimmt bei vielen
Tumorarten eine wesentliche Rolle fur EntstehumggRose und Therapiewahl ein und bietet
somit gute Ansatzpunkte zur Intervention durch Hamtherapie. Dabei spielt die Verteilung
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der ER in den verschiedenen Organen eine wichtigke RSo wird ER vornehmlich in
Uterus, Leber, Brustdrise und Niere exprimiert. Prostata, Lunge, Knochen,
Gastrointestinal- und Harntrakt dominiert ER15-120].

Es wird aber vermutet, dass nicht nur die Bindumg ¥strogenen an die Rezeptoren,
sondern auch die in 1.3.1 beschriebenen ligand&mémgigen Signaltransduktionswege
malf3geblich an Tumorwachstum und somit ResistenegergAntiéstrogene beteiligt sind
[121, 122].

Der Zusammenhang zwischen hormonellen Faktoren [eu und Auftreten von
Pankreasadenokarzinomen wurde in zahlreichen Studiensiv hinterfragt [123-132], und
die Ergebnisse erwiesen sich als aul3erst kontnds. Auswertungen vieler dieser Studien
geht hervor, dass etwa das friihe Auftreten deerm®egelblutung oder das spate Einsetzen
der Menopause nicht eindeutig mit der Entwicklungnes Pankreaskarzinoms in
Zusammenhang gebracht werden kann, ebenso wenig dieeorale Einnahme von
Kontrazeptiva, postmenopausale Hormonersatztheraqger Schwangerschaften [133, 134].
Einige dieser analysierten Untersuchungen stameaoch aus der Zeit vor der Entdeckung
des ER.

Beim Tier liegen beztliglich des Hormonrezeptorstathsliche Verhéltnisse vor wie beim
Menschen. Neben dem ERyjelang es auch, den ERder erstmals bei der Ratte kloniert
wurde, bei Hund und Katze und anderen verschied8pearies nachzuweisen, unter anderem
auch bei Schwein und Rind [135, 136].

Am intensivsten erforscht ist der Ostrogenrezepatus im Mammatumor bei Hund und
Katze. Mammatumoren des Hundes stimmen in ihrenolbgischem Typus und ihren
biologischen und physiologischen Eigenschaften,Gegensatz zu denen der Katze, die
nahezu unabhangig von Ostrogenen zu proliferiedeisen [137, 138]mit denen des
Menschen Uberein [139]. Allerdings ist bekannt,sddiamoxifen beim Hund im Gegensatz

zum Menschen einen 6strogenen Effekt besitzt [140].
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1.4 Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren

1.4.1 Wirkweise

Die Bezeichnung ,Selektiver Ostrogenrezeptormoduta(SERM) wird seit Beginn der

1990er Jahre mit Einflhrung des Raloxifens verwended wurde erstmals 1994
veroffentlicht [141]. SERMs sind synthetische Og#orezeptor-Liganden, die gewebe-
spezifisch entweder dstrogene oder antidstrogefaektieferzielen [142, 143].

Dies lasst sich darauf zuriickfihren, dass je nadmt® unterschiedliche Co-Regulatoren
aktiviert werden [144, 145]. SERMs binden ebense @strogene an den ER und bewirken
dort eine Konformationsanderung (siehe Abbildung Bliese variiert aber je nach
molekularen Eigenschaften des Liganden [142].

So erlaubt ein Liganden-ER-Komplex mit Ostradiol Brustdriisengewebe eine Interaktion
mit einem Co-Regulatorprotein, wodurch ein Transkonsprozess initiiert und somit eine
agonistische Wirkung erzielt wird. Dagegen verunsa@ine Fusion des Ostrogenrezeptors mit
Raloxifen, einem SERM der zweiten Generation, eionfdrmationsgebilde, das diese

Interaktion nicht zulasst und deshalb in einerstéthdigen Antagonisierung resultiert [146].

Viele vorklinische und auch klinische Studien beggn, dass der Einsatz von SERMs (u. a.
Raloxifen, Tamoxifen, Toremifen) sich als pravenbezuglich mehrerer Tumorentitaten
erweist [147-150].
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Wechselwirkungen verschiedener Liganden mit dem Ostgenrezeptor

Genomische Aktivierung Nicht-genomische Aktivierung

Isoforme von

ERa ERb Membranstandiger ER
' | ' |
Bindung von Liganden Signaltransduktion
I
= v v Aktivierung verschiedener Signalwege
Ostradiol SERM Antidstrogene
I I I I
Konformationsdnderung mTOR
| | | MAP Kinase
Co-Regulatorproteine NO Synhast
v v v
ERE andere RE andere RE

I I I
Transkription

v v v
rein agonistische/ rein
agonistische antagonisti- antagonisti-
Wirkung sche Wirkung sche Wirkung

Abbildung 3: Bindung unterschiedlicher Liganden andie ER-Isoforme

Die Bindung von Liganden an ER-Isoforme resultiert in einem charakteristischen Komplex aus
dimerisiertem Rezeptor und Liganden. Die Interaktion mit diversen RE (responsive elements), die als €o
Regulatoren wirken, fihrt zu verschiedenen transkrptionalen Effekten: rein agonistisch, rein

antagonistisch oder eine Mischung aus beiden (Abkiling modifiziert nach [151]).

1.4.2 Raloxifen (Evista®)

Raloxifen (siehe Abbildung 4) ist ein nicht-ste@igs SERM aus der Gruppe der
Benzothiophenderivate und in den USA und Europa Beiandlung und Préavention der
postmenopausalen Osteoporose zugelassen. Zusatalidhes in den USA auch fur die
Therapie von postmenopausalen Frauen mit hohentkBebsrisiko eingesetzt, da Raloxifen
hier ahnliche antiproliferative Wirkung zeigt wieafioxifen [147], jedoch anders als

Tamoxifen nicht die Bildung von Uterusmalignomerdfért.
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Abbildung 4: Strukturformel von Raloxifen
(Quelle: [152])

In friheren Studien wurde gezeigt, dass RaloxifAL) an ER und ER gleichermal3en mit

ahnlicher Affinitat bindet [153]. Dabei agiert Ralfen am ER als Agonist/Antagonist und

am ER als reiner Antagonist. Somit fungiert RaloxiferBrustgewebe und Endometrium als
Ostrogen-Antagonist [147, 154, 15%nders als Tamoxifen entfaltet Raloxifen jedoch im
Knochen eine agonistische Wirkung und kennzeictsielh auch durch kardiovaskulare
Effekte [154]. Raloxifen ist aufgrund dieser Eigemsften unter den SERMs der
exemplarische Vertreter fur die Vorbeugung und Behang von Osteoporose und
Mammakarzinomen [147, 148, 156] und verursacht idabegeringe Nebenwirkungen. Bei
Patienten mit Pankreasadenokarzinom wurde Raloxdestang nicht eingesetzt. Frihe
klinische Studien, die den Effekt von Tamoxifen ePankreaskarzinom untersuchten,
fuhrten zu keinen erfolgreichen Erkenntnissen [15%8]. Da zu dieser Zeit, wie schon
erwahnt, einzig der ER bekannt war, ist bislang nicht geklart, ob sichrctiuandere

Therapieansatze mit SERMs nicht doch erfolgversmede Therapiemdglichkeiten

abzeichnen kdnnen.

1.4.3 Raloxifen in der Tiermedizin

In der Tiermedizin hat Raloxifen bislang keine Aglang und findet hier somit auch keine
Anwendung. Allerdings wurden zahlreiche tierexpemtelle Untersuchungen mit RAL
durchgefuhrt. Dabei konnte im Tiermodell bewiesasrden, dass RAL im Knochengewebe
als Ostrogen-Agonist fungiert [154, 159, 160]. Emerwurden antagonistische Effekte in

Uterus und Mamma aufgezeigt [153].



Fragestellung 17

2 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in Hinblickfalie Bedeutung des Ostrogenrezeptors

beta im humanen duktalen PankreasadenokarzinomnidégFragen zu untersuchen:

1.) Wird der Ostrogenrezeptor beta im humanen duktdfamkreasadenokarzinom

exprimiert?

2.) Welche Bedeutung hat die Expression des Ostrogepi@s beta fir die Prognose

der betroffenen Patienten?

3.) Lasst sich im praklinischen Modell das Tumorwachsturch Interaktion mit dem

ER inhibieren?

4.) Durch welche Mechanismen lassen sich die Wirkweisdas selektiven

Ostrogenrezeptormodulator (ERM) Raloxifen erklaren?
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3 Material und Methoden

3.1 Material und Gerate

Samtliche verwendeten Chemikalien, Kits, AntikorpePuffer, Laborgerate und

Verbrauchsmaterialien sind im Kap. 12 aufgelistet.

3.2 Zelllinien

Fur die meisten Untersuchungen in dieser Arbeitdenr L3.6pl- und AsPC-1-Zellen
herangezogen. Dia vivo hoch metastatische und aggressiv infiltrativ waobdsehumane
Pankreaskarzinomzelllinie L3.6pl wurde aus der huena duktalen Pankreaskarzinom-
zelllinie FG (,fast growing®) in der Nacktmaus skfieniert [161]. Die schnell wachsende
Variante FG wurde neben der langsam wachsendemntarSG (,slow growing“) von der
Arbeitsgruppe Vezeridis und Mitarbeiter aus der hoen, primar nicht metastatischen
Pankreaskarzinomzelllinie COLO 357 generiert [16&|che wiederum aus einer coeliacalen
Lymphknotenmetastase eines lokal fortgeschrittelhankreaskopfkarzinoms isoliert wurde
[163]. AsPC-1 stellt eine metastatische Zellliniar,ddie urspriinglich von disseminierten

Zellen aus dem Aszites eines Patienten mit Pankdea®karzinom stammt.

Des Weiteren wurden fur das Western Blot-Verfalme®ri weitere Pankreaskarzinomzellen,
FG und MiaPaCaZ2, und die Kolonkarzinomzelllinie B9 -eingesetzt. Als Kontrollen dienten
die beiden Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB1, die von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gm@3$MZ, Braunschweig) bezogen

worden waren.

3.3 Zellkultur

Alle Tumorzelllinien wurden als subkonfluierende dayer in 75-criKulturflaschen unter
Standardkulturbedingungen (37 °C, wasserdampfggt&ittAtmosphare, 5% Cp im
Inkubator kultiviert. Die Zellen wurden zweimal pvdoche durch Trypsinierung passagiert,
zusatzlich wurde ein Mediumwechsel durchgefinhrt.

Die Kultivierung der Zelllinien L3.6pl, AsPC-1, FGnd MDA-MB-231 erfolgte in DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), das mit fetal&@berserum (FCS; Endkonzentration
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10 %, Biochrom AG), und jeweils 2% Vitaminen (MEMRan Biotech GmbH),
nichtessentiellen Aminosauren (NEAA, Pan BiotechbBinund Glutamax (Pan Biotech

GmbH) angereichert wurde.

Fir die HT-29- und die MiaPaCa2- Zellen wurde RAM40+ Glutamax-Medium verwendet,
ebenfalls mit 10 % FCS.

Die MCF-7-Zellen wurden in DMEM ohne jegliche Zusginkubiert.

Die in der Zellkultur verwendeten Materialen sindliabelle 1 aufgefihrt.

Material Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Dimethylsulfoxid (DMSO) Taufkirchen. D

N4

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) GIBEO| Invitrogen GmbH, Darmstadt, [

Nunc GmbH & Co. KG,

™
Easy Flask™ Zellkulturflaschen Langenselbold, D

Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin, D
Glutamax Pan Biotech GmbH, D

MEM NEAA (100x) without L-Glutamine Pan Biotech GHpD

PBS (Phosphate-buffered saline) Pan Biotech GmbH, D
RPMI 1640+ Glutamax GIBC® Invitrogen GmbH, Darmstadt, D
Trypsin/EDTA Pan Biotech GmbH, D
Vitamine MEM (100x) Pan Biotech GmbH, D

Tabelle 1: Materialen fur die Zellkultur
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3.4 Tissue Microarrays (TMAS)

3.4.1 Erstellung des Patientenkollektivs

Untersucht wurden 94 Tumorproben von PatientenimiZeitraum zwischen 1.1.2003 und
31.12.2006 reseziertem duktalem PankreasadenokarzinSamtliche Tumorpraparate
wurden aus dem Archiv des Pathologischen Instilets Ludwigs-Maximilians-Universitéat
Munchen bezogen, der Zugang zu den zugehdrigen ldiiemsdaten war durch das
Tumorregister Minchen gewahrleistet. Das Ausgangsbe wurde in 4-%-gepuffertem
Formalin fixiert und stand uns nach dem EinbettanForm von Paraffinblécken zur

Verfiigung.

Die patientenbezogenen Daten sind pseudonymisiettdie Untersuchungen wurden der

lokalen Ethikkommission angezeigt.

Ein p-Wert < 0,05 wurde bei der Auswertung als gikgint angesehen.

3.4.2 Herstellung der Tissue Microarrays

Die Tissue Microarray Methode ermdglicht in kurZeit die gleichzeitige Analyse mehrerer
hundert Gewebeproben, welche exakt den gleichennBedgen ausgesetzt sind. Hierbei
beschréankt sich die Menge bendétigter Antikbrper Rehgenzien auf ein Minimum. Diese
Technik wurde urspringlich in der Onkologie eingesénat sich aber inzwischen auch in der
Erstellung von Genexpressionsprofilen und in dentRepathologie bewéahrt.

Die Spenderblécke, die sich aufgrund eines grol3amofanteils und mdglichst wenig

nekrotischem Gewebe am besten eigneten, wurde@emgrierung der TMAs herangezogen.

Fur diese Zwecke wurden die zugehorigen HE-Farburaje Schablone Uber die Blocke
gelegt, um die auszustanzenden Areale zu idemtiéni Es wurden pro Block drei optimale
Stellen im Tumor ausgewahlt. Diese Dreifachbestimgndiente einerseits dazu, mdglichen
Verlusten durch Abschwemmung und anderen farbunlysgpen Schaden vorzubeugen,
andererseits um ein reprasentatives Beurteilungkbby erhalten. Des Weiteren wurden zum
Vergleich Empfangerblocke mit je zwei GewebestardenPatienten angefertigt, die aus an

den Tumor angrenzendem Normalgewebe des Pankrstentien. Hierfir wurden jeweils
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leere Paraffinblécke in der Gréf3e von 45 x 20 mmwveadet, die im Manual Tissue-Gerét
akkurat fixiert wurden.

-

-’
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=
=

=
=
>
=
=

Abbildung 5: MTA1 Manual Tissue Arrayer (Beecher Instruments)

Mit einer Hohlnadel mit dem &auf3eren Hohlzylindeny®6 mm wurden pro Patienten je drei
Locher im Empfangerblock ausgestanzt, wobei zwisaen Proben der einzelnen Patienten
jeweils ein Abstand von 2,5 mm eingehalten wurdee Brsten sechs zylindrischen
Gewebestanzen auf jedem TMA bestanden jeweils ausillenpraparaten, um den Beginn
der Reihe zweifelsfrei identifizieren zu kdnnen.cNaderstellung der Vertiefungen im leeren
Paraffinblock wurden durch Betatigung des Rotorsdar Hohlnadel gréf3eren Durchmessers
die Gewebeproben eingelassen. Alsdann wurden diekBlfir eine Stunde bei 37 °C in
einem Brutschrank inkubiert, um eine optimale Vkrselzung der Proben mit dem
Paraffinblock zu gewahrleisten. AnschlieRend wurdeithilfe eines Schlittenmikrotoms
Schnitte von 2 um Dicke angefertigt, auf Superfi@kts Objekttrager (Menzel) aufgezogen

und Uber Nacht bei 50 °C getrocknet. Daraufhin dgandiese fur immunhistochemische
Farbungen zur Verfligung.
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3.4.3 Auswertungsscore

Zur Auswertung wurde der immunreaktive Score (IR&h Remmele und Stegner [164]
herangezogen, mit dem in Deutschland Ublicherwdikmonrezeptoren quantifiziert

werden. Hierbei wird das Produkt der Punkte fUbE#rtensitat (Staining Intensity SI) und
fur den Anteil positiver Kerne (PP) gebildet. Dagargibt sich ein Score von 0 bis 12. Die
Auswertungskriterien dieses semiquantitativen Vledas sind in Tabelle 2 zusammen-

gefasst.
RIS TR () keine schwache mafige starke

i Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion
Ant(_al_ =0 Punkte =1Punkt =2Punkte =3 Punkte
positiver Zellkerne (PP)
keine positiven Zellkerne _ _ _ _
— 0 Punkte IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0

0 "
f 10 % positive Zellkerne IRS = 0 IRS = 1 IRS = 2 IRS = 3
= 1 Punkt
> 10 - 50% positive Zellkerne _ _ _ _
_ 5 Punkte IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS =6
> 50 - 80% positive Zellkerne IRS = 0 IRS = 3 IRS = 6 IRS = 9
= 3 Punkte - - - -
> 80 % positive Zellkerne IRS = 0 IRS = 4 IRS = 8 IRS = 12

= 4 Punkte

Tabelle 2: Immunreaktiver Score (IRS) nach REMMELE und STEGNER 1987 (S| x PP)

Ein Ergebnis von 0, 1 oder 2 gilt als Hormonrezepigativ. Ergibt das Produkt eine 3,
bedeutet dies schwach positiv, und ein Resultat 4,06, 8, 9 oder 12 wird als eindeutig
positiv bewertet. Die immunhistochemischen TMA-Ridrgen wurden von einem

geblindeten Pathologen beurteilt.

3.5 Immunoblot Analyse (Western Blot)

Der spezifische Nachweis von ERund ER wurde auf Proteinebene mittels Western
Blotting untersucht. Eingesetzt wurden die Tumdlingn L3.6pl, AsPC-1, MiaPaCaz2, FG
(alle vier Pankreaskarzinomzelllinien) und HT-2®(&hkarzinom) sowie als Positivkontrolle
fur den ER die Zelllinie MDA-MB-231 (Mammakarzinom) und al®sttivkontrolle fur den
ER MCF-7 (Mammakarzinom). Die Zellen wurden jeweils 6-Well-Platten ausgelegt
(200000/Well) und fur 48 Stunden bei 37 °C und €@ inkubiert. Danach wurden sie mit



Material und Methoden 23

Lysepuffer abgelost. Nach Waschen mit eiskaltem PBf# Zentrifugieren (10 min,
14000 rpm, 4 °C) wurden die Uberstande in ein n&i#wchen uberfiihrt und die Lysate bei
-20 °C gelagert.

Die Einstellung auf die gleiche Proteinmenge etilgach dem Auftauen der Proben mittels
einer BCA (Biochinonic Acid)-Messung und Abgleichtrder BCA-Standardkurve. Danach
wurden die Lysate mit 5x Laemmlipuffer gemischt uld Minuten bei 100 °C im
Thermoblock inkubiert, um die Proteine zu denatene Nach anschliel3ender Zentrifugation
(10 min, 14000 rpm, 4 °C) wurden die Proteine unid enitlaufender Marker zur
Identifizierung der Banden in einer SDS-Polyacryldu@elelektrophorese (SDS-PAGE) bei
225 Volt Spannung und 0,7 Ampere Stromstarke) nkftdiekilgrof3e aufgetrennt. Als
Ladekontrolle in den Gelen, die aufgrund ahnlickEa-GréRen der zu untersuchenden
Proteine allesamt 12 % betrugen, diente das HoepéekgGen -Aktin. Nachfolgend wurden
die Gele im Semi-Dry-Blot-Verfahren auf PVDF (Palyyliden-Difluorid)-Membranen
Ubertragen (Blottingzeit 14 Stunden).

Die Membranen wurden anschlieend bei Raumtempeliatd ,5 Stunden in 5 % Milch in

TBS-Tween auf einem Schiittler geblockt, um unsptie Bindungsstellen abzusattigen.

Als Priméarantikérper wurden fiir beide Ostrogenréaem polyklonale Kaninchen-Antiseren
von Abcam in einer Verdinnung von 1:1000 verwendet, gegen die nachzuweisenden
Proteine gerichtet waren und Uber Nacht bei 4 4Qlam Schittler im Kihlschrank inkubiert
wurden. Die Verdinnung des-Aktin-Antikérpers betrug 1:5000. Nach mehreren
Waschschritten mit TBS-Tween wurden die Membrarign90 Minuten in dem 1:5000 in
5 % Milch verdinnten Sekundarantikérper bei Raunpenatur inkubiert. Nach weiteren vier
Waschvorgangen erfolgte zur Detektion des gebumd&e&undarantikorpers die Benetzung
der Membranen mit einer Entwicklersubstanz, wekbnhiedem Prinzip der Chemilumineszenz

beruht und in der Dunkelkammer auf einem Rontgendiargestellt werden kann.

Die Belichtungszeit betrug je nach Intensitat dan@en drei Sekunden-@Aktin) bzw. drei
(ER ) und funf Minuten (ER).

3.6 BrdU (5-Brom-2-desoxyuridin)-Proliferationstest

Zur Bestimmung der Zellproliferation beim Eintntt die S-Phase des Zellzyklus wurde ein

BrdU-Assay von Roche verwendet, der inzwischen dmioaktiven {H]-Thymidintest
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weitgehend abgelOst hat. Das Prinzip dieses Adsagsht auf kompetitiver Inkorporierung
des chemischen Thymidin-Analogons 5-Brom-2-desagyuiin die zellulare DNA wahrend
der Synthese(S1)-Phase der proliferierenden Zel2ie. eingebauten Nukleotidanaloga
werden im ELISA Reader bei 450 nm Wellenlange (Refewellenlange 690 nm) detektiert,
wobei die Hohe der Extinktion direkt proportionaurz DNA-Synthese und somit
Zellproliferation verlauft.

In einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden L3.6pl- dnMCF-7-Zellen in einer Dichte von
5000 Zellen/Well ausgesat und mit DMEM mit 10 % F&$ Kulturmedium 24 Stunden bei
37 °C und 5 % Coinkubiert, um eine vollstandige Adh&sion der Zellan gewahrleisten.
AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und dueclvetschiedenen Therapieansatze

bzw. die Kontrollen ersetzt.

Raloxifen wurde zunédchst in DMSO gel6st (28 mg/mM®0O) und anschlieRend in flunf
unterschiedlichen Konzentrationen (100 pM, 1 nM,nM 100 nM, 1 uM) in DMEM ohne

FCS angesetzt. Diese wurden jeweils in sechsfadgbstimmung (n = 6) auf die adharenten
Zellen der Mikrotiterplatte pipettiert. Als Negakintrolle diente zur weiteren Kultivierung
DMEM, das jeweils zu 5 Wells zugegeben wurde. Dalerde dasselbe Volumen des

Losungsmittels DMSO verwendet wie in den Raloxifes#ézen.

Hierauf wurde die Platte weitere 48 Stunden beP@G7und 5 % CQ inkubiert. Fur die
Detektion des inkorporierten BrdU wurde eine AntdB-POD L6sung eingesetzt. Danach
wurde die Platte nach Zugabe der POD-SubstratlébendgRaumtemperatur ca. 20 Minuten
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1M58, gestoppt und die Absorption
innerhalb von 5 Minuten im ELISA-Reader bei eineell@nlange von 450 nm gemessen
(Referenzwellenlange 690 nm).

3.7 Tierversuche

3.7.1 Versuchstiere und Haltung

Fur die Versuche wurden mannliche, 6 bis 8 WochHenuad ca. 20 g schwere Nacktmause
des Stammes Balb/c nu/nu verwendet. Diese Tierenstan allesamt aus spezifisch-
pathogenfreier Zucht von Charles River Germanyzfgld. Die Versuchstiere wurden in
Zehnergruppen in Makrolon Typ lll-Kafigen mit autakiertem Streu gehalten. Die
Umgebungstemperatur betrug konstant 20 °C, Wasseér Futter standen 24 Stunden ad
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libitum zur Verfigung, der Tag-Nacht-Rhythmus wiamslardisiert auf 14 Stunden Licht und
10 Stunden Dunkelheit eingestellt. Im Detail wurdalte Versuche unter den gultigen
Richtlinien gemaR Tierschutzgesetz § 7 bis § Shyetiihrt.

3.7.2 Tierversuchsantrag

Genehmigungen fur die Tierversuche lagen gemaRA®B 1 des Tierschutzgesetzes vor:
Regierung von Oberbayern, Az. 55.2-1-54-2531-19-08

3.7.3 Versuchsdurchfuhrung

3.7.3.1 Orthotope (intrapankreatische) Injektion von humanen Pankreaskarzinom-

zellen in der Nacktmaus

Die Balb/c nu/nu Méause wurden nach einer sechsagigkklimatisierungsphase nach
Ankunft mit Ketamin/Xylazin/Atropin narkotisiertm linken Oberbauch wurde gemal dem
Verfahren nach [161] eine 1 cm lange Laparotomigebegt und das Pankreas mobilisiert
Die L3.6pl-Zellen wurden pro Tier zu 48ellen in 40 ul PBS suspendiert und mittels eines
Applikators in den Pankreaskorpus injiziert (sieAbbildung 6). Diese Zellen wurden
aufgrund ihres schnellen und aggressiven Wachstimden Tierversuch gewahlt. Danach
erfolgten die Reposition des Pankreas und der Yierss des Abdomens mit Prolene 4-O0.
Nach abgeschlossener Operation wurde den Tiereengdgn Wundschmerz noch in Narkose
eine Analgesie von 0,05 bis 0,10 mg/kg KG Buprehorps. c. injiziert. Wahrend der
Aufwachphase wurden die Tiere zur Aufrechterhaltutey Korpertemperatur unter eine
Warmeplatte platziert. Nach der Aufwachphase wumienTiere zunachst alle zwei Stunden

kontrolliert, als sich der Zustand als stabil esyi@ taglichem Rhythmus.
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l

Abbildung 6: Orthotope Injektion von 10° L3.6pl-Zellen in das Pankreas

3.7.3.2 Therapie

Die Therapiegruppe bestand ebenso wie die Kontugllge aus je 10 Tieren. Es wurden ca.
6 Wochen alte mannliche Balb/c nu/nu Mause (1&Big KG) fur den Versuch verwendet.
Nach sechs Tagen EingewOhnungszeit nach Ankurdtgeef die orthotope Applikation der
L3.6pl Zellen in das Pankreas {Hellen/40 ul PBS). Zwei Tage nach der Injektion der
Tumorzellen begann die tagliche Therapie der 10eTmus der Behandlungsgruppe mit
Raloxifen (30 mg/kg KG) bzw. die entsprechende Kiiggn der Kontrolltiere ohne
Raloxifengabe mit dem entsprechenden Losungsni@@in Oil, Sigma-Aldrich) in gleichem
Volumen (je nach KG der Maus 60 bis 80 pl/Tier)e Ripplikation der Substanzen erfolgte

bei beiden Gruppen intraperitoneal.

Alle Tiere wurden taglich auf Allgemeinbefinden uddrch Palpation auf unerwartet starkes
Tumorwachstum kontrolliert. Zuséatzlich wurde dreimadchentlich eine Kontrolle des

Tiergewichts durchgefihrt.

3.7.3.3 Sektion

Am Versuchsende nach 31 Tagen wurden die TiereQ®# betaubt, im Anschluss durch
zervikale Dislokation getttet, autopsiert und dagsnérgewebe entnommen. Alle Mause
wurden auf einer Digitalwaage gewogen. Auch die dtenwurden gemessen und gewogen

und in Formaldehyd eingelegt. Sie standen nach dfmbg in Paraffin far
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immunhistochemische Untersuchungen zur Verfligungifgétretene Metastasen und
Wundtumore sowie Lymphknoten-Status wurden ebenfefitgehalten.

3.8 Histologische Untersuchungen

3.8.1 Anfertigen der Schnitte

Alle entnommenen Proben wurden fir 24 Stunden immBtiehyd fixiert, in einer
aufsteigenden Alkoholreihne entwassert und in Piarafeingebettet. Mit einem
Rotationsmikrotom wurden von den fertigen Parafficken Schnitte in einer Dicke von

3 um angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen umal8 Stunden bei 37 °C getrocknet.

3.8.2 Hamatoxylin / Eosin-Féarbung

Von allen Schnitten wurde zur Ubersicht eine HEbBag durchgefiihrt. Die Praparate
wurden hierfiir in NeoCle&rentparaffiniert und in einer absteigenden Alkogibie (100 %,
96 % und 70 % EtOH) rehydriert. Die Blaufarbung déerne wurde durch mehrfaches
Eintauchen ilHamatoxylin erzielt, die Rotfarbung des Bindegevgedarch finfminttiges
Belassen in Eosin. Im Anschluss wurden die Schmitteiner aufsteigenden Alkoholreihe

dehydriert und mit Eukift eingedeckelt.
3.8.3 Immunhistochemie

3.8.3.1 Ki67

Das Ki67-Antigen ist ein Proliferationsmarker uretektiert somit die Zellen im Gewebe, die
sich in der Vermehrungsphase befinden. WahrendZeézyklus wird das Antigen in der
G1-, in der S-, in der G2- und in der M-Phase, abeht in der GO-Phase exprimiert. Die
angefertigten Paraffinschnitte wurden zunachst ieo4€leaf und einer absteigenden
Alkoholreihe deparaffiniert und rehydriert. Die daf folgende Demaskierung wurde durch
20-minutige Kochzeit in Citratpuffer gewéahrleistdim die Kreuzreaktion des zweiten
Antikdrpers mit endogenen Immunglobulinen zu untetbn, wurde ein erster
Blockierungsschritt mit 8 % bovinem SerumalbuminABS mit 3 % BSA vollzogen und
anschlieBend das Risiko einer hohen unspezifischetetgrundfarbung durch einen
Avidin/Biotin-Block (Vector Laboratories) minimiertDer erste Antikorper (Ki67; Abcam)

wurde Uber Nacht bei 4 °C in einer 1:200 Verdinnan§ den Schnitten inkubiert. Nach
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endogenem Peroxidaseblock mit 7,5 ¥kl Inkubation mit dem sekundarem Antikorper
(Dako; Verdinnung 1:125, 30 min bei RT) und Zugaless ABC-Komplexes (Vector
Laboratories) zur Verstarkung des sichtbaren Sgnalurde das DAB+ (3,3-
Diaminobenzidin; Dako) Chromogen nach Herstellegmhg 10 Minuten auf den Schnitten
belassen, die Gegenfarbung mit Hamalaun durchgetiittr abschlie3end jeder Schnitt mit
Kaisers Glyceringelatine feucht eingedeckelt.

3.8.3.2 CD31 (PECAM-1)

Der Antikorper CD31 detektiert Epitope auf Endogedlen und lasst im Rahmen der
Angiogenese Ruckschlisse auf die Mikrogefal3dichtesomit auf das Mal3 der Beteiligung
der Gefaldfunktionen in der Tumorprogression zu. diércolorimetrische CD31-Detektion
auf Paraffinschnitten wurden diese zunachst wi.813.1 deparaffiniert und rehydriert,
anschlieBend 30 Minuten in TRS6 in der Mikroweleskiert. Nach Permeabilisierung in
0,25 % Triton-X in Tris-Cl folgten die Blockierunder endogenen Peroxidase mit 7,5 %
Wasserstoffperoxid und die Behandlung der Gewelmgisehfir 20 Minuten mit einer
Proteinblocklosung (8 % Goatserum in PBS mit 3 YABS

Der primare Antikdrper (Abcam) wurde in einer 16rdiinnung tber Nacht bei 4 °C auf
den Praparaten belassen. Im Anschluss wurden aofinABiotin-Block und danach die 30-
minutige Inkubation mit einem biotinyliertem Sekdénantikorper (Dako; 1:100, RT)
durchgefihrt. Wahrenddessen wurde als Enzymreatm&BC-Komplex nach Vorgabe des
Herstellers angemischt und nach dreimaligem WaseéheRBS fir 30 Minuten auf die
Gewebeschnitte pipettiert. Zur Entwicklung der Retase wurden die Praparate fur
15 Minuten mit Chromogen-Losung DAB+ inkubiert, nmtitamalaun gegengefarbt und
10 Minuten in Leitungswasser geblaut. Im letzterbedsschritt wurden die Schnitte mit

Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

3.8.3.3 ER

Das Farbungsprotokoll fir das entnommene Gewebedauos Tierversuch entsprach bei
beiden Antikorpern dem von Ki67. Die Verdinnung dsnarantikdrpers betrug Falle

von ER (Abcam) 1:100 und fir den Nachweis von ERAbcam) 1:50. Um ein falsch
positives Ergebnis zu vermeiden, wurde jeweils demselben Objekttrager ein zweiter

Schnitt ohne Primarantikdrper mitgefarbt.
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Die immunhistochemischen Untersuchungen fur die ekign von ER (BioGenex
Laboratories) und ER (Novocastra Laboratories) auf den TMAs wurden iahmmaligen
Optimierungsvorgangen im Pathologischen Institut deidwig-Maximilians-Universitat

Munchen durchgefihrt.

Die Paraffinschnitte wurden dort in Neo-Cl@aentparaffiniert und in einer Alkoholreihe
rehydriert. Zur Blockierung der endogenen Peroxadasrden die Schnitte 10 Minuten lang
mit 7,5 % Wasserstoffperoxid behandelt. Nach 30atnger Demaskierung in der
Mikrowelle, Blockierung von Protein und endogeneinoti® wurden die Schnitte mit den
Primarantikorpern (beide 1:100) eine Stunde bei nRamperatur inkubiert. Die

Immunperoxidase-basierte Detektion wurde mit eirgneptavidin-Avidin-basierten LSAB2

System (Dako) durchgefuhrt.

Gefarbt wurde mit dem AEC-Kitsystem (Zytomed Systemim Anschluss an ein 10-
minutiges Blauen in flieBendem Leitungswasser wurde Kerne mit Hamatoxylin Gill's

Formula (Vector Laboratories) gegengefarbt undiaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

3.8.3.4 Auswertung

Die Reaktion auf die Behandlung mit dem Ki67-Antigé wurde in meiner Anwesenheit
von einer erfahrenen Pathologin ohne Kenntnis di@iskhen Daten beurteilt. Die Ki67-
Expression wurde dabei nach Prozentsatz gefarbadlerZ dreimal beurteilt und bei
Abweichungen der Mittelwert gebildet. Zur Auswergudiente dabei ein Index von 0O bis 4

Punkten mit Unterteilungen geman Tabelle 3.

Anteil positiver Bereiche Punkte
0% 0
>0 % bis 20 % 1
> 20 % bis 50 % 2
> 50 % bis 80 % 3
> 80 % bis 100 % 4

Tabelle 3: Bewertungsindex fir die Ki67-Expression
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Die Endothelzellen wurden gemal einer Methode Weeldner [165] mit Hilfe eines CD31-
Antikorpers quantifiziert und somit die Mikrogefa@ote ermittelt. Hierbei wurden die
Praparate unter dem Lichtmikroskop zunachst ben&tevergré3erung nach zwei geeigneten
sogenannten ,hot spots“ mit hoher Signalintensatigesucht und die dort zu erkennenden
gefarbten Endothelzellen oder zusammenhéangendetltgidaeale in hoherer Vergrél3erung
(100x) ausgezahlt. Der Mittelwert wurde als Mikr&g&anzahl pro high power field (hpf =
0,159 mni) angegeben.

3.9 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In einigen Tumorentitaten spielt das Zytokin Inteikin-6 (IL-6) eine wichtige Rolle fur die
Pathogenese (siehe 5.3). Deshalb wurde die IL-Gz&aimation in L3.6pl-Zellen untersucht.

Fur die quantitative Bestimmung des Zytokins Irekin-6 (IL-6) im Uberstand der L3.6pl-
Zellkultur wurde die ELISA-Technik verwendet. Mit ilf¢ dieses immunologischen
Nachweisverfahrens kodnnen Konzentrationsbestimmungen Substanzen in LOsung
durchgefuhrt werden. Der verwendete Testkit Humiai® IELISA (BenderMed Systems)
berunt auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISA. IL-6ndet an den Anti-IL-6-
Primarantikorper, mit dem die 96-Well-Platte beshtet ist. Nach Zugabe eines
biotinylierten Zweitantikdrpers wird nach mehreréfaschschritten Peroxidase-markiertes
Streptavidin (HRP) hinzugeflugt, welches an dasiBibindet. Nach erneutem Waschen kann
die IL-6-Konzentration durch eine anschlieRendebfeaktion mit der Substratlésung und
darauf folgendem Stoppvorgang durch Schwefelsduge 450 nm im ELISA-Reader
photometrisch detektiert werden. Die quantitativerég@hnung von IL-6 erfolgt anhand der
Standardkurve, welche die Ruckfuhrung der gemesseptischen Dichte auf die IL-6-

Konzentration nach folgender Funktion erméglicht:

y = (A-D)/(1+(x/CF)+D

Dabei ist y der jeweilige Extinktionswert und x diazu korrespondierende Konzentration in
pg/ml. Fir die Standardkurve gelten hierbei die fkpenten A =-0,0262, B =0,885,
C=3,7610, D = 1,1K 0. Zudem muss anschlieRend noch der Verdinnungsfatitol:2 mit

einbezogen werden.

Fur diesen Versuch wurden L3.6pl Zellen zu je 200.@ellen pro Loch in 6-Well-Plates

angesetzt und in den anschlieRenden 24 Stunderbdh&nszeit mit Zugabe von 100 ng
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Lipopolysaccharid (LPS) pro ml Medium zur BildungnvEntziindungsmediatoren angeregt.
In diesem Versuch diente LPS zur erwinschten Ilt#u8ation. Nach Abschluss dieser
Inkubationsphase wurden ohne Mediumwechsel fureneit8 Stunden Inkubationszeit die
schon beim BrdU verwendeten Raloxifenkonzentratio(i0 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM,
1 uM) angewendet. Die Kontrolle ohne Raloxifenzigainthielt ein den mit Raloxifen
behandelten Wells &quivalentes DMSO-Volumen.

Die Uberstande wurden anschlieRend abgenommen einti?b0 g (g = Erdbeschleunigung)
fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach Uberfiihrung dafiquots in neue 2-ml-Eppendorf-

Reaktionsgefal3e wurden sie bei -20 °C gelagert.

Die Durchfuhrung des ELISA-Assays erfolgte in jeeflinffacher Bestimmung nach

Herstellerangaben.

3.10 Transiente Transfektion von Pankreaskarzinomzellermit ER-spezifischer small
interfering RNA (siRNA)

Der Knockdown eines Rezeptors dient dazu, ErkessgniUber seine Expression
(beispielsweise hinsichtlich Prognose, Diagnose Thdrapieplanung bei Karzinomen) zu
erlangen, indem seine Synthese flr eine bestimma#petiode blockiert wird. Der
Ostrogenrezeptor-Expression-Knockdown wurde mits@RNA durchgefihrt. Dies gelingt
durch Einschleusen chemisch synthetisierter kurd¢A-Strange in die Zelle, welche durch
das Zerlegen langerer dsRNA-Molekiile in Fragmenield eine Nuklease namens Dicer
entstehen. Die Fremdmolekile werden in einen soggaa RISC (RNA-induced silencing
complex) inkorporiert und binden an die komplement&thnRNA des Zielgens, welches in
diesem Fall fur die Expression der jeweiligen Ogtrrezeptoren zustandig ist. Dort werden
sie von einem zelleigenen Enzym erkannt und degradiso dass die weitere
Proteincodierung verhindert wird (,Gene-silencingDas Einbringen der siRNA-Molekile
ermoglicht also, die Genexpression von endogenamtbnem ER ER , oder auch die
Expression beider Rezeptoren gleichzeitig, in detikdlturen von L3.6pl- und AsPC-1-
Zellen spezifisch zu reduzieren. Hierfur wurdendeeZellstimme mit ER-SIRNAs mithilfe
des BLOCK-IT RNAi TOPO Transcription Kits und BLOGK Dicer RNAI Kits (beide

Invitrogen) nach Herstellerangaben transfiziert.
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Die gesamte RNA wurde fur diese Zwecke zunachstM@g-7-Zellen unter Verwendung
des RNeasy mini Kits (Qiagen) isoliert und hiergiite single-step RT-PCR unter Benutzung
des SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System withtifin Taq High Fidelity
(Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgefihié BR si forward und ER si reverse
Primer wurden so entwickelt, dass sie 586 Baseppbzaw. 531 Basenpaare amplifizieren
(siehe Tabelle 4). Die Produkte aus der folgendéR Rvaren jeweils nur fur ERund ER
spezifisch. Dies wurde mithilfe einer BLAST (,Badmcal alignment search tool“)-Analyse
der NCBI-Sequenzdatenbank (http://www.ncbi.nimgiv/BLAST) bewiesen. Die mRNA
Sequenzen des humanen EBnd ER wurden mittels der Software DNAStar Lasergene
module MegAlign aligniert. Die Sequenzen der mRNle nur in ER, nicht aber in ER
enthalten sind, wurden bestimmt und dienten alsplai® in der PCR zur Herstellung des
siRNA-Pools, durch welchen die Expression von Efghemmt werden kann. Analog hierzu
wurde auch die ausschlieSlich in ERorkommende mRNA amplifiziert und fir die

Gewinnung des siRNA-Pools zur Inhibition der Exgres von ER verwendet.

Die jeweiligen Forward- und Reverse-Primer fur Hid ER lauteten folgendermalf3en:

Primer Sequenz in 5’ 3’ Richtung

forw GTATGATCCTACCAGACCCTTCAGTGA

ER si
rev CAGATGCTCCATGCCTTTGTTACTC

forw GCCGCCCCATGTGCTGAT

ER si
rev ATGGATTGCTGCTGGGAGGAGATG

Tabelle 4: siRNA Primersequenzen fur ER und ER

Der T7-Promotor wurde dem aufgereinigten PCR-Produker der Verwendung des TOPO
cloning hinzugefigt, einem von der Firma Invitrogentwickelten Verfahren zur

Verknupfung von Vektor und Fremd-DNA.

Es erfolgte fur die spezifische Transkription vaR Bbzw. ER jeweils die Denaturierung der
beiden Strange der dsDNA bei 95 °C und in den falga PCR-Zyklen die Amplifizierung
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der (+) und (-) Einzelstrange, unter Verwendung d@&sPrimers aus dem Kit und der
entsprechenden Primer fir die Ostrogenrezeptoren.

Mit beiden aufgereinigten PCR-Produkten wurde emeitro Transkription durchgefihrt.

Beide Produkte, die mittels Agarose-Gelelektropseranhand ihrer Grol3e identifiziert
werden konnten, wurden kombiniert und zu einer e@tgipingigen RNA zusammengefugt.
Diese wurde im Anschluss mithilfe eines aufgerdamg Dicer Enzyms in Kkurze,

doppelstrangige Fragmente gespalten. Die so edestarsiRNA wurde mittels Sdulentechnik
eluiert und dann fir die transiente Transfektion O&.6pl- bzw. AsPC-1-Zellen mit dem

Transfektionsreagenz Lipofectamin TM 2000 (Invieay verwendet. Die Transfektanten
wurden in den folgenden 48 Stunden weiteren Analysaterzogen. Die mit dem

Reportergen LacZ behandelte Kontrolle wurde auichie Art und Weise hergestellt, woftr
Primer und Template aus dem Kit benutzt wurdens®ikontrolle dient als Beweis, dass
eine wirksame Transfektion der Zellen stattgefundt und somit eine Inhibition der
Expression von ERbzw. ER gewahrleistet ist.

Fur diesen Versuch wurden von den Zellkulturen M816pl- und AspC-1-Zellen jeweils vier
96-Well-Platten mit 5000 Zellen/Well ausgelegt wad 37 °C und 5 % CgLnkubiert.Davon
wurde 24 Stunden danach pro Zelllinie je eine PIl&it die Inhibition des ER des ER,
beider Ostrogenrezeptoren ERnd ER zusammen, und fiir die mit dem Reportergen LacZ
behandelte Transfektionskontrolle verwendet.

Raloxifen wurde weitere 24 Stunden danach wie irschbitt 3.6 beschrieben in fiinf
unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 nM bis 1600 in DMEM ohne FCS jeweils in

sechsfacher Bestimmung den Zellen der Mikrotitétplaugegeben. Auch hier diente, wie
oben beschrieben, als Negativkontrolle in sechsfaddestimmung DMEM mit anteilig

aquivalentem Volumen des DMSO. Nach 48 Stundenbation bei 37 °C und 5 % GO

erfolgte die Auswertung entsprechend Abschnittritels BrdU.

3.11 Statistik

Bei der Auswertung der Daten wurde die Statistikh@Bare SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago)
verwendet. Die Ergebnisse der Experimente sindMittelwerte + Standardfehler (SEM)
angegeben. Die Signifikanzberechnungen erfolgtemeile mit Hilfe des zweiseitigen

ungepaarten Student’s t-Tests. Dieser Test unterswb sich die Mittelwerte zweier
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Datengruppen signifikant voneinander unterscheid.der statistischen Auswertung der
TMAs kam der Chi-Quadrat-Test%Test) nach Pearson zur Anwendung. Mit Hilfe dieses
Tests lasst sich eine mogliche Korrelation der Egpion von ER mit verschiedenen

patientenbezogenen Parametern tberprifen.

Die Darstellung des Gesamtiiberlebens und des tueienfUberlebens erfolgte univariat in
Form von KaplarMeier-Kurven. Unterschiede wurden mit dem Log-Rang-Tesaf a
Signifikanz Gberpriuft. Die Prifung auf prognostiscBignifikanz bzw. auf unabh&ngige
prognostische Faktoren erfolgte mittels einer mahiaten Cox-Regressions-Analyse. Aus
den Regressionskoeffizienten wurden adjustierteaHthRatios und das jeweilige 95-%-

Konfidenzintervall als Malf3 fur die Starke des Zussnhangs berechnet.

Sofern im Einzelfall nicht anders angegeben, wundallen Analysen das Signifikanzniveau

auf p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von ER auf dem humanen duktalen Pankreasadenokarzinom

Zunachst sollte ermittelt werden, ob ERn humanen duktalen Pankreas und Normalgewebe
des Pankreas exprimiert wird und welche Rolle ER die Prognose spielen kdonnte. Hierfur
wurden Tissue Microarrays (TMAs) aus Tumorgewebe @d Patienten, bei denen im
Zeitraum zwischen 2003 und 2006 ein duktales Adarmikom des Pankreas reseziert wurde,
angefertigt und immunhistochemisch ausgewertehé¢sibbildung 7). Das Ziel dabei war,
ER durch Korrelationen von Expression und Krankheitiwuf als pradiktiven Marker beim
Pankreaskarzinom nutzen zu kénnen. Das Patienlekiol setzte sich zusammen aus
47 (50 %) Frauen und 47 (50 %) Mannern. WahrendnekeExpression von ER
nachgewiesen werden konnte, ergab sich bei insge3a/8 % der Tumore eine nukleédre

ER -Expression. Dies traf in 18 Fallen der Frauen338) und in 12 Fallen der Manner
(25,5 %) zu.

Abbildung 7: Expression von ER in humanem Pankreasnormalgewebe und Pankreasadenaizinom

Eine ER -Expression in normalem Pankreasgewebe (a, b) unduktalem Adenokarzinom (c, d) auf Tissue
Microarrays (TMAS) ist immunhistochemisch nachweislar.
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Dieser Expressionsunterschied hinsichtlich des lBeskts weist ebenso keine Signifikanz
(p =0,190) auf wie derjenige bezuglich des Alteexr Patienten (p =0,491). Auch die
anderen untersuchten Parameter lassen keinenilsggmié@n Zusammenhang mit der ER

Expression erkennen (siehe Tabelle 5).

Parameter n ER positiv [%] 5

gesamt 94 31,9
annlich 47 25,5

Geschlecht manic 0,190
weiblich 47 38,3

Alter 60 26 346 0,491
> 60 68 30,9
1-2 11 27,2

T-Status : 0,478
3-4 83 33,7
0 38 31,6

N-Status 0,496
1 56 33,9
. : 1-2 33 24,2

Differenzierungsgrad (G) 0,136
3-4 61 37,7

Tabelle 5: Klinische und histopathologische Paramet von 94 Patienten
mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas

Die Expression des ER (31,9 % im Gesamitkollektiv) zeigt keine signifikate Korrelation mit den
einzelnen Parametern. T-Status: Ausdehnung des Priémtumors, N-Status: Fehlen oder Vorhandensein
von regiondren Lymphknotenmetastasen

Aus diesen Ergebnissen kann restmiert werden, daster die Faktoren Alter und
Geschlecht, noch die Tumorklassifikation (TNM-Kldigation) oder das Grading signifikant

mit der Expression des ERorrelieren.

AnschlieRend wurden die Ergebnisse mit dem PatieRtdlow-up aus klinischen und
histopathologischen Daten korreliert. Bertcksiaghtigurden sowohl Gesamtiberleben als

auch rezidivfreies Uberleben ab dem Operationszekp

Univariate Analysen identifizierten dabei die Egist von Lymphknotenmetastasen sowie die
Expression von ERin den Tumorproben der Patienten als signifikeRigkofaktoren fur
kirzeres Gesamtiiberleben und rezidivfreies Ubemlékiehe Abbildungen 8, 9, 10, 11).
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben von 94 Patienten mit #kreasadenokarzinom mit positivem (N1)
versus negativem (NO) Lymphknotenstatus in Monaten
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Abbildung 9: Tumorfreies Uberleben von 94 Patientermit Pankreasadenokarzinom mit positivem (N1)
versus negativem (NO) Lymphknotenstatus in Monaten
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Abbildung 10: Gesamtuberleben von 94 Patienten miPankreasadenokarzinom mit positiver
versus negativer ER -Expression in Monaten

1,0

0.8

o
=)
1

ER beta negativ

Kum. Uberleben
o
1

0.2

ER beta positiv

T T T T
0 10 20 30 40 50

tumorfreies Uberleben [Monate]

Abbildung 11: Tumorfreies Uberleben von 94 Patiente mit Pankreasadenokarzinom mit positiver
versus negativer ER -Expression in Monaten
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Die Durchfihrung einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse konnen gositiven
Nodalstatus (Hazard Ratio 2,089, p = 0,024) und Ehkeression von ER (Hazard Ratio
2,040, p=0,024) als Risikofaktoren mit unabh&agigprognostischer Bedeutung fur
signifikant kirzere Gesamtiiberlebenszeit und ps=jpasfreie Uberlebenszdiestatigen.
Fur die Faktoren Alter > 60 und Geschlecht mannBolwie die histologischen Parameter
Tumorausdehnung T3-4 und Differenzierungsgrad G&dnten dabei keine signifikanten

Zusammenhange aufgezeigt werden (siehe Tabelle 6).

Parameter Hazard Ratio 95 % CI p

Alter > 60 1,631 0,803-3,313 0,176
Mannlich 0,650 0,351-1,204 0,171
T3-4 0,864 0,426-1,754 0,686
N1 2,089 1,100-3,969 0,024
G3-4 1,341 0,710-2,534 0,366
ER 2,040 1,096-3,796 0,024

Tabelle 6: Hazard Ratio und 95-%-Konfidenzintervall (Cl) der 94 Patienten mit reseziertem
Pankreasadenokarzinom

Die Berechnung bezieht sich auf Alter, GeschlechAusdehnung des Primartumors, Lymphknotenstatus,
Grading und ER -Expression fiir eine kurze Uberlebenszeit.

Weiterhin konnte bei Patienten, die langer als 2dnMe Uberlebten, im Vergleich zu
Patienten, die innerhalb von 12 bzw. 24 Monaterh s Operation starben, eine signifikant
geringere Expression von ERachgewiesen werden (siehe Abbildung 12). AlleeBrgsse
lassen den Schluss zu, dass die Expression voniBRTumorgewebe fir Patienten mit
Pankreasadenokarzinom mit einer signifikant schiégein Prognose korreliert. ERstellt
somit ebenso wie ein positiver Lymphknotenstatusieri unabhéngigen negativen

Prognosefaktor dar.
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Abbildung 12: Uberlebensdauer der ER -positiven Patienten in Monaten (a) und mittlere Ulerlebens-
dauer von ER -negativen und ER -positiven Patienten (b)

4.2 Nachweis von ER und ER in humanen Pankreaskarzinomzelllinien

Um zu Udberprifen, ob ER und ER auch auf Proteinebenen vitro in

Pankreaskarzinomzellen nachweisbar sind, wurde Véastern Blot durchgefiihrt (siehe
Abbildung 13). Dafir kamen vier verschiedene hum&amkreaskarzinomzelllinien zum
Einsatz: L3.6pl, AsPC-1, MiaPaCa2 und FG. Ebenstolgten Untersuchungen der
Kontrollzelllinie HT-29 (Kolonkarzinom) und der ERhegativen MDA-MB-231- bzw. der
ER -positiven MCF-7-Mammakarzinomzelllinien [166] aufie Expression der beiden

Ostrogenrezeptoren.

In HOhe von 68 kDa war bei den Efositiven Zelllinien MCF-7, AsPC-1, FG, HT-29 und
in besonderem Mal3e L3.6pl jeweils eine Bande zwerselkie bei den ERnegativen
Zelllinien MDA-MB-231 und MiaPaCa2 fehlte. ERwurde als Einzelbande mit einer
Molekularmasse von 55 kDa bei den Zelllinien MCRAVIDA-MB-231, AsPC-1 und HT-29
deutlich detektiert. Eine schwache ERande war bei den Zelllinien FG und MiaPaCa2 zu
beobachten. Bei den L3.6pl-Zellen dagegen war keindeutige Proteinbande bei 55 kDa

identifizierbar.
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Abbildung 13: Western Blot zur Detektion von ER und ER in verschiedenen Karzinomzelllinien

4.3 Antiproliferative Effekte des selektiven Ostrogenreeptormodulators Raloxifen auf

Pankreaskarzinomzelllinienin vitro

Angesichts der Kenntnisse Uber proliferationsirdrénde Effekte verschiedener SERMs auf
Mammakarzinomzellen, bei denen der Hormonrezeptiustein wichtiges Kriterium fur die
Therapiemethode bedeutet, sollte mit Hilfe einegliferationsassays die Auswirkung des
SERM Raloxifen auf die Proliferation von L3.6pl-Eel beurteilt werden. Zum Vergleich
wurde die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 herangezog#eren Reaktion auf Raloxifen in
einer Wachstumshemmung resultiert [167], und manischen Dosierungen Raloxifen
behandelt. 24 Stunden nach Zellaussaat wurde Rafoin Dosierungen zwischen 0,1 nM

und 1000 nM zugesetzt.

Raloxifen verursachte in beiden Zelllinien eine n#igante dosisabhangige
Wachstumsinhibition. Im Vergleich zur Kontrolle g sich bei den L3.6pl-Zellen in der
hochsten Konzentration von 1 uM Raloxifen eine Weyerung der BrdU-Einbaurate auf
58,9 %, bei den MCF-7-Zellen auf 26,0 %. Die Brdikkdrporation ist dabei ein Mal} fur das
Wachstum der Zellpopulation nach Inkubation mibx#enfreiem Medium ohne FCS, aber
entsprechendem Losungsmittelvolumen. Die niedriggéoxifenkonzentration von 0,1 nM
konnte bei den L3.6pl-Zellen praktisch keine (1,B8&atiproliferativen Effekte erzielen, bei
den MCF-7-Zellen ergab sich hier eine Wachstumshengnum 16,7 %.



Ergebnisse 42

Die Senkungen der Proliferationsraten bei Konzéotman von 100 nM um 26,5 % und
1000 nM Raloxifen um 41,1 % erwiesen sich bei déh6pl-Zellen als hoch signifikant
(p <0,001), bei einer Konzentration von 10 nM Ré#kn ist die Signifikanz p <0,01
(Wachstumsinhibition um 13,8 %).

Der BrdU-Proliferationstest wurde mehrmals unterentischen Bedingungen mit
vergleichbaren Resultaten wiederholt. Die Ergelenisseruhten jeweils auf
Sechsfachbestimmungen (n =6) der unterschiedlidbesierungen und Kontrollen (siehe
Abbildung 14).

Damit konnte gezeigt werden, da&aloxifen dosisabhangig in der Lage ist, die Peodifion
der L3.6pl- und der MCF-7-Zellen signifikant zu ibieren.

Abbildung 14: Inhibition der Proliferation durch Ra loxifen in L3.6pl-Zellen unter Standardbedingungen
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Abbildung 15: Inhibition der Proliferation durch Ra loxifen in MCF-7-Zellen unter Standardbedingungen

4.4 Inhibition des Tumorwachstums durch Raloxifen als nbgliche Folge einer Down-
Regulation des Zytokins Interleukin-6

Da in den vorangegangenen Experimenten belegt wekdente, dass Raloxifen sowahl
vitro als auchin vivo inhibitorische Effekte auf das Tumorwachstum desyéinen duktalen
Pankreasadenokarzinoms ausubt, wurde ein Klarusgtafiir die Wirkweise dieses SERM
Uberprift. In diesem Sinne wurde ein spezifischandsvich-ELISA durchgefuhrt, um die
vermutete hemmende Wirkung auf eine Ausschuttursgg pte-inflammatorischen Zytokins
Interleukin-6 (IL-6) zu bestatigen. Die IL-6-Konzeation wurde in Zellkulturiiberstdnden
nach Inkubation mit LPS nachgewiesdh-6 ist an multifunktionalen Prozessen im
menschlichen Korper beteiligt und spielt eine dmétende Rolle in der Regulation des
Immunsystems, der Hamatopoese und bei Entzindurgggwgen. AulRerdem scheint IL-6 die
Tumorprogression zu férdern, indem es die Angiogerstimuliert und zudem die Apoptose

proliferierender Tumorzellen vermindert [168-170].

In diesem Versuch konnte fiir L3.6pl-Zellen gezeigtrden, dass IL-6 durch Raloxifen
herunter reguliert wird. Hierbei waren in Vorvereano ahnliche Abnahme-Tendenzen fir

IL-6 nach 24 Stunden Raloxifentherapie zu erkenném nach 48 Stunden, so dass die
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Wiederholungsexperimente auf 24 Stunden befrisesden konnten, wenn auch die IL-6-
Konzentrationen bei kirzerer Inkubationszeit img&lneinen etwas niedriger lagen. Fur die
Untersuchung der Effekte von Raloxifen auf die HA@sschittung wurde es in vier
verschiedenen Konzentrationen von 1 nM bis 1000inMeweils finf Wells auf L3.6pl-
Zellen angewendet. Im Vergleich zur Kontrolle (289 146,77 pg/ml IL-6) konnte mit
steigender Raloxifendosierung ein Abfall der IL-G&ké festgestellt werden.

Die Raloxifen-Exposition Uber eine Dauer von 24n8tn resultierte in einer Reduktion der
LPS-induzierten IL-6 Produktion. 10 nM Raloxiferdtzierten die Sekretion von IL-6 um
49,1 % auf 74,63 pg/ml und 100 nM Raloxifen um Sk5auf 71,14 pg/ml. Als noch
wirkungsvoller erwies sich die Behandlung mit 1 |[Rloxifen. Bei dieser Konzentration
wurde die IL-6-Produktion um 88 % auf 17,56 pg/mgngfikant reprimiert. In Abbildung 16
sind die Mittelwerte der in den jeweils funf Welgstimmten IL-6-Konzentrationen eines

reprasentativen Experiments nach 24 Stunden Ralokposition dargestellt.

Abbildung 16: Reduktion der IL-6-Sezernierung in L3.6pl-Zellen durch Raloxifen

Der IL-6-Gehalt der zellfreien Uberstande wurde mitels ELISA ermittelt.

4.5 Die antiproliferative Wirkung von Raloxifen auf humane Pankreaskarzinomzellen

ist ER -vermittelt

Mithilfe des BrdU-Proliferationstests konni vitro bereits gezeigt werden, dass Raloxifen
dosisabhangig antiproliferative Effekte auf humamankreaskarzinomzellen ausubt.

Raloxifen fungiert an ERals partieller Agonist/Antagonist, entfaltet an Ej@doch eine rein
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antagonistische Wirkung [171, 172]. Da die Expmssivon ER auf humanen
Pankreasadenokarzinomen nachgewiesen werden koswitee des Weiteren untersucht
werden, inwiefern die beobachteten Effekte von Réda Gber Signaling am ERvermittelt

sind.

Um herauszufinden, ob dia vitro belegte Inhibierung der Proliferation dieser Tunetien
durch Raloxifen allein in Anwesenheit der Ostrogzeptoren zu Tage treten kann, oder ob
die Erklarung hierfir in anderen molekularen Wirkse® gesucht werden muss, wurde die
Technologie der RNA interference (RNAI) angewardtrch transiente Transfektion mit
ESR1- bzw. ESR2-spezifischer siRNA (small interfgriRNA) konnte die Expression der
Steroidrezeptoren ERbzw. ER, fir die diese beiden Gene jeweils kodieren, in deei
humanen Pankreaskarzinomzelllinien L3.6pl und AdP@xterdrickt werden. Da Raloxifen
mit beiden Rezeptoren interagiert, wurde nebenHiezel- ebenso eine Doppelinhibierung
fur ER /ER etabliert, um auch gegebenenfalls existierendepterunspezifische Effekte
besser erfassen zu konnen. Fir diesen Zweck wineide siRNAs gleichzeitig transfiziert.
Die Transfektion mit LacZ diente bei beiden Zeikin der Transfektionskontrolle. Wie aus
Abbildung 17 und Abbildung 18 ersichtlich, reagsertdie LacZ-Transfektionskontrollen,
sowohl bei den L3.6pl- wie auch bei den AsPC-l&ell auf zunehmende
Raloxifenkonzentrationen mit einer Wachstumsvermindg, die mit dieser aus den BrdU-
Experimenten ohne RNAIi durch Transfektion verglbahist (siehe Abschnitt 4.3). Die
Proliferationsraten konnten hierbei in der héchsRaloxifenkonzentration von 1 uM auf
64 % (L3.6pl) bzw. 82 % (AsPC-1) der unbehandeligisungsmittelkontrolle gesenkt
werden. Auch beim Knockdown (KD) des fiur ERkodierenden ESR1-Gens, ohne
Beeintrachtigung der ERExpression, war ein hoch signifikanter Abfall dallproliferation
erkennbar (L3.6pl auf 73,9 % und AsPC-1 auf 81,8&¥Kontrolle, p < 0,001).

Allerdings konnte in den beiden Konstellationen, danen die ERExpression auf ein
Minimum reduziert war, also sowohl beim alleiniggnockdown des ESR2-Gens als auch
bei der kombinierten Inhibition von ESR1 und ESR&ne Wachstumsinhibition, weder der

L3.6pl- noch der AsPC-1-Zellen, erzielt werden.

Anhand der hierbei gewonnenen Ergebnisse konnte Bieteiligung von ER an der
Hemmung der Proliferation der zwei untersuchtenkRaaskarzinomzelllinien L3.6pl und
AsPC-1 durch Raloxifen festgestellt werden.
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Relative Proliferation nach 48 Stunden

110%
105% -
100% - /\ AsPC-1
95% \\ +— LZ-CTRL
ERa KD
90% -
ERb KD
85% \
a
80%
CTRL  100pM  1nM 10nM  100nM 1M
RAL RAL RAL RAL RAL
100 pM 1nM 10 nM 100 nM 1uM
AsPC-1 CTRL RAL RAL RAL RAL RAL
MW |  100,0%  101,5% 96,5% 94,6% 89,0% 82,0%
SEM 4,2% 1,8% 5,0% 2,5% 3,0% 1,0%
p 1,000 0,743 0,609 0,296 0,064 0,003
MW |  100,0%  104,9%  100,0% 97,6% 96,8% 81,6%
ER KD |SEM 2,1% 1,9% 2,1% 4,0% 2,3% 2,3%
p 1,000 0,123 0,543 0,616 0,333 <0,001
MW | 100,0% 99,2% 99,6% 99,5% 94,7%|  100,7%
ER KD |SEM 3,2% 3,4% 2,1% 2,2% 3,1% 1,6%
p 1,000 0,862 0,911 0,908 0,268 0,843

Abbildung 17: Relative Proliferation von AsPC-1-Zelen nach 48 Stunden Behandlung mit Raloxifen

Die Zellen wurden zuvor mit den entsprechenden siRNs transfiziert. LacZ-Kontrolle (LacZ-CTRL),

ER -Knockdown (KD),

ER -Knockdown (KD) und Doppelinhibierung ER / -Knockdown (KD).
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (MW) und de Standardfehler (SEM) aus finf unabhéngigen

Messungen eines reprasentativen Experiments. Sigikénte Werte (p < 0,05) sind fett gedruckt.
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Relative Proliferation nach 48 Stunden
110%
100% :A\\
\\ L3.6pl
90%
—4— | 7/-CTRL
80%

’ ERa KD
70% \ ERb KD
60%

CTRL 100 pM 1nM 10 nM 100 nM 1um
RAL RAL RAL RAL RAL
100 pM 1nM 10 nM 100 nM 1uM
L3'6p| CTRL RAL RAL RAL RAL RAL
MW 100,0% 103,9% 101,6% 96,9% 82,3% 57.8%
SEM 2,1% 2,6% 2,.9% 2,6% 6,1% 0,1%
p 1,000 0,362 0,808 0,291 0,021 < 0,001
MW 100,0% 101,8% 100,1% 98,1% 93,1% 99,2%
ER KD SEM 2,0% 2,1% 2,1% 2,1% 1,8% 0,8%
p 1,000 0,545 0,972 0,535 0,034 < 0,001
MW 100,0% 97,8% 99,1% 93,3% 86,1% 93,7%
ER KD SEM 3,3% 2,9% 3,3% 3,3% 2,2% 0,8%
p 1,000 0,625 0,854 0,188 0,008 0,249

Abbildung 18: Relative Proliferation von L3.6pl-Zellen nach 48 Stunden Behandlung mit Raloxifen

Zur Versuchsanordnung und Legende siehe AbbildungZL

4.6 Inhibition der Tumorprogression beim Pankreaskarzinom durch Therapie mit

Raloxifen in vivo

Basierend auf dem vitro-Ergebnissen sollte die Wirkung von Raloxifen imr§leich zur

Vehikelkontrolle auf die Tumorprogression vivo untersucht werden. Hierfur wurde ein
orthotopes Pankreaskarzinom-Modell in immundefiigan Nacktmdusen gewahlt. Die
Versuchsgruppe (n=10) erhielt ab dem zweiten hagh Tumorzellinjektion taglich

30 mg/kg KG Raloxifen als intraperitoneale Injektiden Kontrolltieren (n = 10) wurde ein
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entsprechendes Volumen Corn Oil (Maiskeimdl) imizi welches als Losungsmittel fur

Raloxifen verwendet wurde.

Als Untersuchungshauptzielgrof3en dienten Primartuatomen und -gewicht und die
Inzidenz von Lymphknoten- und Lebermetastasen. D®siteren wurden immun-
histochemische Reaktionen an Paraffinschnitten dggnommenen Tumorgewebes

ausgewertet.

4.6.1 Sektion

Die Tiere wurden 31 Tage nach Injektion der Tumiteregetdtet und seziert. Bei allen

Tieren hatten sich in diesem Zeitraum Primartunauggebildet (siehe Abbildungen 19, 20).

4.6.2 Korpergewicht

Jede Maus wurde dreimal wdchentlich gewogen. Eimluge von mehr als 20 % des
Ausgangsgewichtes galt als Abbruchkriterium fir Baszeltier. Das mittlere Kérpergewicht
am ersten Behandlungstag betrug in der Kontrollgeupl,6 g (Standardfehler + 0,5 g) und in
der Raloxifengruppe 20,3g+0,8g. Am Versuchsentch 31 Tagen hatten die
Kontrollmause mit 19,0g im Mittel 12,0 % ihres Aamgsgewichtes verloren, die
therapierten Tiere mit einem durchschnittlichen @&t von 22,9 g dagegen 12,8 %

zugenommen.

4.6.3 Tumorgewicht

Nach 31 Tagen wurde der Versuch beendet, die Deicer Gruppen wurden getétet und die
Tumore entnommen. Bei allen Tieren hatten sich &tinmore entwickelt, deren Gewicht

und Volumen im Anschluss bestimmt wurde.

Das Tumorgewicht belief sich bei den Kontrolltiererm Mittel auf 1600 mg
(Standardfehler: £ 151,4 mg) und bei den Theragmeti auf 631 mg (+ 88,2 mg).

Somit resultierten der Therapiegruppe eine hoch signifikante (pG0Q) Reduktion des
Pankreaskarzinomgewichtes verglichen mit den Eigsebn der Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 21).
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4.6.4 Tumorvolumen

Von Interesse war neben dem Tumorgewicht auch dasofivolumen, das nach der Ellipsoid
Volumen Formel (Tumorvolumen = Breite x Tiefe x 6h2) nach Tomayko & Reynolds
[173] berechnet wurde. Aus den erhaltenen Messargsdn resultierte fur die Kontrolltiere
ein mittleres Tumorvolumen von 990 wohingegen der Mittelwert bei den therapierten

Tieren 251 | betrug.

Das durchschnittliche Tumorvolumen in der Raloxifemapiegruppe fiel damit im Vergleich

zur Kontrollgruppe hoch signifikant (p < 0,001) ipger aus (siehe Abbildung 21).

Abbildung 19: Primartumore des Pankreas der mit Rabxifen behandelten Tiere bei Versuchsende

In der Therapiegruppe traten keine Wundtumore auf.
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Abbildung 20: Primartumore des Pankreas der Kontrolgruppe bei Versuchsende

Vier der Tiere entwickelten zusatzlich Wundtumore giehe Pfeile).

TumoraréRe Tumor- Tumor-

Gruppe Wert 9 gewicht volumen
Lange [mm] Breite [mm] Hohe [mm] [mg] [n

CTRL MW 16 13 9 1600 990

SEM 0,7 0,7 1,2 151,4 192,0

Tabelle 7: Tumordaten (Mittelwerte jeweils gerundetauf volle mm, mg, ul) aus der Kontrollgruppe
(CTRL) und der Therapiegruppe (RAL); SEM jeweils gaundet auf die erste Kommastelle
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Abbildung 21: Mittleres Tumorgewicht und Tumorvolumen der Tiere aus der Kontrollgruppe
und der mit Raloxifen behandelten Tiere

4.6.5 Leber- und Lymphknotenmetastasen

Bei der Untersuchung der Fernmetastasierung konfulyende Beobachtungen gemacht

werden:

Insgesamt waren bei sechs Tieren Lebermetastaséndam, davon stammten funf aus der
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 22). Nur bei eindiherapietier konnten Lebermetastasen

nachgewiesen werden.

Eine deutliche Schwellung der Lymphknoten zeigtehsbei funf Mausen. Bei zwei
Kontrolltieren waren alle erkennbaren LymphknotemgvoRert, bei einem beschréankte sich
die Schwellung auf die axillaren Lymphknoten. Im 8aloxifengruppe wurden in einem Fall
vergrol3erte Inguinallymphknoten festgestellt unghral waren die Lnn. axillares betroffen
(siehe Abbildung 23).
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Abbildung 22: Multiple Lebermetastasen bei Kontrolltieren

Abbildung 23: Schwellung eines Ln. axillaris eineMaus der Kontrollgruppe
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4.6.6 Wundtumore

Wie in Abbildung 20 und Abbildung 24 dargestellideten sich bei vier Kontrolltieren

Wundtumore mit einem Gewicht zwischen 288 mg und@ @@ aus. Als Wundtumor

bezeichnet man eine typische Entitat, die man Bebphl-Tumoren beobachten kann, welche
orthotop implantiert werden. Es handelt sich hieddso um eine Implantationsmetastase
durch Tumorzellverschleppung, analog zur Portlgiegastase bei laparoskopischen
Operationen. Zwei der Mause mit Wundtumoren figdagleich durch die in Abschnitt 4.6.5
beschriebenen multiplen Lebermetastasen auf, emite ddurch die stark vergrol3erten
Lymphknoten. Bei den Tieren der Therapiegruppe t@mrkeine Wundtumore festgestellt

werden.

Abbildung 24: Infiltrierendes Pankreaskarzinom (PK) und Wundtumor (WT)
einer Maus der Kontrollgruppe
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4.7 Immunhistochemische Untersuchungen

4.7.1 Ki67

Aus den entnommenen Tumoren wurden Schnitte helfjeshd unter Verwendung des
Proliferationsmarkers Ki67 immunhistochemisch usueht (siehe Abbildung 25). Ki67
detektiert Zellen, die sich nicht in der GO-Phags dellzyklus befinden. Nach dem oben
beschriebenen Quantifizierungsmodus ergab sicldi&iKontrollgruppe im Mittel ein Index
von 3,6 Punkten (84 % detektierter Zellen). FurRaoxifengruppe wurden durchschnittlich
3,0 Punkte und 67 % detektierte Zellen ermittelesDentspricht einer deutlichen Reduktion
der Proliferation bei den behandelten Tieren undrédlert mit deren geringeren

Tumorvolumina (p = 0,014).

Abbildung 25: Immunhistochemische Darstellung des ®liferationsmarkers Ki67

In der Kontrollgruppe (@) lag der durchschnittliche Anteil detektierter Zellen bei 84 % gegenlber 67 %n
der Raloxifengruppe (b).
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4.7.2 ER undER

Die Paraffinschnitte der Tumorproben wurden mittids entsprechenden Antikorper auf ER
und ER untersucht, um festzustellen, ob sich deren Esppesn den Mausen ebenso verhéalt
wie im humanen Pankreaskarzinomgewebe. Zum Vetgleiorden Schnitte eines gesunden
Pankreas einer Maus angefertigt und mit den gleicketikbrpern behandelt. Die
Auswertung der Gewebeproben ermdéglichte eine Rffeierung zwischen ERpositiven
und ER -negativen Zellen. Immunpositive Nuklei erschiengalett bis dunkelbraun im
Vergleich zu den blass-rosa gefarbten, immunnegiatZellkernen. Die Hintergrundfarbung
stellte sich nur geringfiigig dar und war somit \atmnldssigbar. Der ERwar hierbei einzig
im Tumorgewebe der Mause nachzuweisen, nicht ab&armalgewebe. Die nukledre ER
Reaktion dagegen konnte sowohl im Pankreas-Normalge als auch im Pankreaskarzinom
der Maus beobachtet werden (siehe Abbildung 26).

Abbildung 26: Expression von ER und ER im Pankreaskarzinom der Maus

Beide Ostrogenrezeptoren, ER (a) und ER (b), konnten hier nachgewiesen werden. Im Normalgesbe
des Pankreas zeigte die Untersuchung auf ERkeine positive Reaktion (c), wohingegen ERauch hier in
hohem MalRe darzustellen war (d).
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4.7.3 CD31

Eine immunhistochemische Untersuchung auf die Mj&falschnittdichte mit einem
Antikorper gegen CD31 (PECAM-1) wurde nach besdiemem Protokoll durchgefiihrt und
die durchschnittliche Anzahl CD31-positiver Enddtzleien pro hpf (high power field)

ermittelt Es zeigten sich bei den Tumoren mit und ohne Rfglotherapie annédhernd gleiche
Ergebnisse (siehe Abbildung 27). In der Kontrolfgpe lag der Mittelwert CD31-positiver
Zellen bei 38,5/hpf mit einer Standardabweichung ¥0l11,25, in der Therapiegruppe bei
37,8/hpf (£ 7,93). Somit konnten in der Dichte d&ikrogefalbildung keine signifikanten
Ruckgange durch den Einsatz von Raloxifen verzeiciverden.

Abbildung 27: Positive CD31-Expression

Die Auszahlung der braun gefarbten Endothelzellen an Kontrolltier (a) und Therapietier (b) ergab eine
ahnliche Anzahl an Mikroblutgefal3en.
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5 Diskussion

Die Idee fur diese Arbeit entstand durch die Bebhawy, dass der Hormonrezeptorstatus und
speziell die gewebespezifischen Einfluisse der Qstmezeptoren auf die Transkription
Ostrogen-regulierter Gene immer mehr in das wisseftiche Interesse hinsichtlich
verschiedenster Tumorerkrankungen ricken. Klinisdbaten lieBen eine madgliche
Verbindung von Ostrogeneinfluss und Entwicklung bEartschreiten des humanen duktalen

Pankreasadenokarzinoms vermuten, die in diesertAr@lkeer untersucht werden sollte.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis &tht werden, dass Patienten mit einem
humanen duktalen Pankreasadenokarzinom, in wel@&fmexprimiert wird, eine schlechte

Prognose zu erwarten haben. Mittels BrdU und imvBsuch konnte Raloxifen als potenter
Inhibitor der Proliferation von L3.6pl-Zelleim vitro sowie des orthotopen Tumorwachstums
in vivo identifiziert werden. Schlief3lich wurde im ELISAeXfahren bestétigt, dass Raloxifen
die Sekretion des Zytokins IL-6 in L3.6pl-Zellenduzieren kann und dass darauf
maoglicherweise die inhibierende Wirkung von Ralerifauf Tumorzellproliferation und

Tumorwachstum, zumindest anteilig, begrindet sémmte.

5.1 Prognostische Bedeutung von ERim humanen duktalen Pankreasadenokarzinom

Nach Auswertung aller Untersuchungen konnte belegtien, dass eine EFEXxpression im
humanen duktalen Pankreasadenokarzinom eine umgginBtognose fiur die betroffenen
Patienten bedeutet und der selektive Ostrogenrezeptiulator Raloxiferin vitro und in

vivo potent die Proliferation von L3.6pl-Zellen inhibéa kann.

Wir konntenin vitro mittels Western Blot zeigen, dass die Pankreast@rzelllinien FG

und AspC-1 ER exprimieren. Allerdings konnte in den L3.6pl-Zellauf Proteinebene kein
ER detektiert werden. In den am Ende des Experimentmommenen Tumorproben
erwiesen sich die immunhistochemischen ReaktiongnE® jedoch als positiv. Dies ist
wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass @megitro Untersuchung als experimentelles
Modell anzusehen ist und somit nicht gleichgesetetden kann mit der Situation im
Organismus [174]. Nach langerer Kultivierung vonl&ie kommt es nicht selten zu einer

Dedifferenzierung der Zellen, die die Zelleigenstdraverdndern und mit einem Verlust von
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Rezeptoren einhergehen kann. Auch die KonzentralewsrRezeptoren kann sich im vitro

Modell von derjenigen im Organismus unterscheiden.

Die Analyse der Tissue Microarrays aus Tumorprolben 94 Patienten mit Pankreas-
adenokarzinom ergab in 32 % der Falle eine HERpression. Zunachst war davon
auszugehen, dass der Nachweis von ER Tumorgewebe eine glunstige Prognose flr diese
Patienten bedeutet, da praklinische Daten Uberzdieehmende Entartung der Milchdrise
infolge verminderter ERExpression vermuten lie3en, dass es sich bei HR einen
Tumorsuppressor handelt, der eine unkontrollier&iferation der Zellen inhibiert [175].
Zahlreiche Studien beschreiben eine geringere Geassion von ERmMRNA und -Protein
in invasiven Tumorzellen im Vergleich zur Expressibohe in Normalgewebe oder
gutartigen Tumoren. Dies trifft auf viele Krebsarteu, inklusive Mamma-, Ovarial-, Kolon-
und Prostatakarzinom [176-189]. Im Einklang dantéghs die Korrelation von ER mit
negativem Lymphknotenstatus und niedrigem GradiagnbMammakarzinom [190], und
auch die Induktion der Apoptose im Prostatakarzifm@nZufihrung von ERAgonisten ist
publiziert [191].

Ziel dieser Studie war es, die Expression von BR den klinischen und histopathologischen
Daten von Patienten mit duktalem Adenokarzinom Raskreas zu korrelieren und dies als
prognostischen Marker beim Pankreasadenokarzinogebgmenfalls nutzen zu kodnnen.
Uberraschenderweise erwies sich hierbei Efs signifikant negativer Prognosefaktor
hinsichtlich sowohl des Gesamtiiberlebens als aweh rdzidivfreien Uberlebens fur die
Patienten. Ebenso erwies sich der Lymphknotenbiefialtinklang mit friheren Studien [192,

193] in unseren Untersuchungen als unabhangigetineg Prognosefaktor.

Am besten untersucht ist die Bedeutung der Ostregeptorexpression beim invasiven
Mammakarzinom. Sowohl das Vorhandensein von Ostrogmd Progesteronrezeptoren
(PR), als auch das ERER -Verhdltnis spielen hier eine wichtige Rolle fiiroBnose und
Therapieentscheidung, so dass heute grundsatzlitiichst der Gehalt an ER und PR meist
immunhistochemisch bestimmt wird. Ein positiver oinrezeptorstatus weist auf eine gute
Prognose hin und ermoglicht die Therapie mit Horamagonisten. Die Expression von ER
ist gegenuber ERim malignen Mammakarzinomgewebe erhdht. ERtmmt dabei eine
Schutzfunktion in der Mitogenese ein und inhibaig Zellproliferation, Zellinvasion und die
Tumorangiogenese, indem er bei ausreichender Ktnaziem ER kontrolliert, Uber den
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Ostrogene vornehmlich die zelldifferenzierenden umdchstumsstimulierenden Effekte
vermitteln [194-197].

Neuere Erkenntnisse belegen aber, dass IBFER - und PR-negativen Mammakarzinomen
seine Funktion als Tumorsuppressor zu verandernsmigar zu verlieren scheint [198, 199].
Und auch fiir das Plattenepithelkarzinom des Osaphagjt insbesondere die Interaktion
zwischen ER und ER als prognostischer Faktor [200], nicht allein dashandensein von
ER .

Dass also ER und ER nicht unabhangig voneinander agieren, sondern\@akaltnis
zueinander eine entscheidende Rolle einnimmt [1Rdfnte einen Erklarungsansatz dafir
bieten, dass ER im Pankreasadenokarzinom entgegen der weitlufigekenntnis bei
einigen Tumorentitaten als negativer Prognosefaktausehen ist. Interessanterweise konnte
ER nicht detektiert werden, was die Daten in Hinsigut die Abwesenheit regulatorischer
Effekte von ER auf ER erklaren konnte. Das ERER -Verhéltnis wird jedoch kontrovers

in Hinblick auf diese prognostische Relevanz disgtit So wurde kirzlich nach
immunhistochemischer Auswertung von 100 Tumorprolvem Patienten mit Ovarial-
karzinom, bei welchem ER als Tumorsuppressor einzustufen ist, ein Kkirzeres
progressionsfreies Uberleben der Patienten beiuseton ER beschrieben, unabhangig
davon, ob ER exprimiert wird oder nicht [201].

Dies fuhrt zu der Vermutung, dass, abgesehen voiERe/ER -Ratio, mehrere molekulare
Mechanismen dem differentiellen Einfluss von ER Tumoren zugrunde liegen, wie zum
Beispiel Unterschiede von ERund ER in Ligandenaffinitat, transkriptioneller Aktivieng

von Genen, Interaktionen mit Co-Faktoren, heteregenDimerisierungen oder

Splicevarianten der Rezeptoren [183, 195].

Inzwischen sind sogar mehrere Isoformen (ERER 4 und ER5) und Splicevarianten des
Wildtyps ER 1 bekannt. Diese Isoformen kénnen untereinanderekeiomodimere bilden,

erfillen aber als Bindungspartner im Heterodimert niiR 1 die Funktion als

Aktivitatsenhancer [202].

Von besonderem Interesse dirfte in diesem Zusamengntie Splicevariante von ER,
ER cx (= ER 2) sein. Sie ist in bestimmten Tumorentitaten Gldsig exprimiert [203, 204],
bindet aber kein Ostrogen und kann somit keine Skidption von éstrogensensitiven Genen

einleiten. ERcx fungiert als wirksamer ERRepressor, indem er vorzugsweise mit ER
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heterodimerisiert und auf diese Weise die ligandbaagige Aktivierung von ERsensitiven
Reportergenen inhibiert [205].

Bis auf diese Fakten ist Uber die Funktion von &Rnoch wenig bekannt. Es besteht jedoch
maoglicherweise ein bedeutsamer Unterschied in dgmaBransduktion von ERzwischen
Nagetieren und Menschen, da die SplicevariantecERur beim Menschen exprimiert wird
[205]. Auch dies konnte ein Grund sein, warum eelsprechende Klinische
Therapieansatze bei dstrogenabhangigen Tumoremlsfirarsagen, auch wenn sie sich zuvor

schon im Tierversuch bewahrt hatten.

Dies wirft die Frage auf, inwiefern es als ausrerah beurteilt werden kann, fir die
Entwicklung neuer Therapien mit Einsatz von SERMs aen Ostrogenrezeptorstatus ER
oder ER zu bestimmen. Das Augenmerk sollte in Hinblick aife individualisierte
Therapie auch darauf gerichtet werden, die molekidbbgischen und physiologischen
Eigenschaften der Splicevarianten prazise zu chenaleren und dies bezuglich
Therapiealternativen zu beriicksichtigen.

Aullerdem geht die Transkription von ERaugenscheinlich von mindestens zwei
verschiedenen Promotoren aus, ON und OK [206, Z0ié]Methylierung des ERPromotors
ist in vielen Tumoren zu beobachten und fihrt e Verlust der ERExpression [207].
Anhand einer Studie wurde nachgewiesen, dass ddPrOMotor in normalen epithelialen
Mammazellen nicht methyliert wurde, wohingegen er Brustkrebszelllinien methyliert
vorlag. Diese Beobachtung korrelierte mit einem Iv&r der ER-mRNA-EXxpression,
welcher allerdings durch Einsatz von demethylieesndVirkstoffen rickgangig gemacht
werden konnte [208]. Der OK-Promotor befand sichbeiden Féllen in unmethyliertem
Zustand. Damit wurde gezeigt, dass die MethylierdagDNA zur Stilllegung des Gens, das
fur ER codiert, wesentlich beitragt und somit eine Behamg, die auf die Ostrogen-
rezeptoren agonisierende oder antagonisierendemWg#okanismen beruht, erfolglos verlaufen

wird.

Es existieren auch Hinweise, dass die bereitsrifcadeitung beschriebene nicht-genomische
Aktivierung von ER andere Effekte auslosen kann als die klassisdendienabhangige
Aktivierung. In einer Studie wurde gezeigt, dassN®BCLC (Non Small Cell Lung Cancer)-
Zellen kein ER vorhanden ist und die hauptséachlich im Zytoplasiegenden und fir das
ostrogenbedingte Wachstum der Lungenkrebszelleantwwortlichen ER-Rezeptoren auch
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in Anwesenheit von Ostrogen nicht in den Zellkeanslozieren. Die Ostrogene setzen hier
vielmehr verschiedene Uber Kinasen gesteuerte Bignsduktionswege in Gang, was auf
eine nicht-genomische Funktion von ERhinweist [209]. Ebenso beginstigt ER
offensichtlich durch Aktivierung von zytosolisch&inase-Kaskaden wie den Src/ERK1/2-
Pathway und damit verbundener Hochregulierung VBR-IR und androgenresponsiven
Genen die dstrogenabhéngige Proliferation von Bitaisarzinomzellen (LNCaP) [210]. Auch
uber den ER in Mammakarzinomzellen werden solche schnellemaexkledren Prozesse
durch 6strogenbedingte Aktivierung des EGFR-ablgewi MAP (Mitogen-Activated
Protein)-Kinase-Signalweges vermittelt und traganMammakarzinom moglicherweise zu

Resistenzen gegen Antiéstrogentherapien bei [121], 2

Es ist belegt, dass der PI3K/Akt/mTOR-Signaltrahksidmsweg mit Ostrogenrezeptor-
aktivierung unabhangig von der Anwesenheit dstregdriganden in hormonabhangigen
Tumorzellen interagiert [212] und beim duktalen IRaasadenokarzinom utber mehrere
Mechanismen konstitutiv aktiviert ist. Dieser Siymeg wurde inzwischen als eine der
zentralen Schaltstellen der Karzinogenese, Tumlprogiression, Metastasierung und
Angiogenese bestimmt [213-216]. Da die PI3K/Akt/nR-®askade auf mehreren Ebenen
mit dem Ostrogenrezeptor interagiert [217] und digfse Weise die Sensitivitat fur eine
antiostrogene Therapie beeinflussen kann, solfisithtlich der Erkenntnis, dass der ERR
der Pathogenese des Pankreasadenokarzinoms offenbabedeutende Stellung einnimmit,
in Zukunft das Augenmerk auch darauf gerichtet ,seil@ molekularbiologischen und
physiologischen Mechanismen dieser Signallbertrgdnesser zu verstehen und spezifisch

zu inhibieren.

All diese komplexen Komponenten stellen Erklarundgéndie kontrdren Funktionen von
ER als Tumorsuppressor oder -promotor in den verdemen Tumorarten dar und sollten
bei zukunftigen Untersuchungen moglichst mit eimgen werden. Da der Stand der
Forschung dies zurzeit jedoch noch nicht zulaséfinten die vorgelegten Daten dazu
beitragen, ein Patientenkollektiv zu eruieren, dagglicherweise von einer Therapie mit
SERMSs profitiert.

5.2 Inhibition des Tumorwachstums durch Raloxifen

Trotz der etablierten klinischen Anwendung von Rdénm ist wenig bekannt tber seine
Wirkung im Pankreaskarzinom. Es konnte zwar gezeigtden, dass das mit Raloxifen
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strukturell und in den meisten Eigenschaften véchleare Tamoxifen in der Lage ist, die
Proliferation humaner Pankreaskarzinomzellliniem&wissem Mal3e zu inhibieren [218]. In
klinischen Studien hingegen konnte sich ein theripeher Nutzen nicht bestatigen [219], so

dass man recht schnell wieder von diesem Weg abliel3

Dies verwundert nicht, wenn man bedenkt, dass esedn Zeitpunkt die Existenz des ER
noch ganzlich unbekannt war. So entstand im Vertufvorliegenden Arbeit die Idee, die
ursprunglichen Ansatze wieder aufzugreifen. In danvitro Experimenten inhibierte
Raloxifen im BrdU-Experiment die Proliferation var3.6pl-Zellen in einer Konzentration
von 10 nM signifikant (p <0,01) und ab einer Dosisn 100 nM gar hoch signifikant
(p < 0,001).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer unlérgsdffentlichten Studie von Janakiram et
al. Uber die Wirksamkeit von Raloxifen zur Praventvor Kolonkarzinomen [220]. Sie zeigt
auf, dass Raloxifen imstande ist, das WachstumKadonkarzinomzelllinie HTT-116, die
eine hohe ER-Expression aufweist, zu supprimieren. Dies warbuaden mit einer
verminderten ER-Expression. Ebenso wurde die Expression von PC&id\,in der DNA-
Replikation bedeutendes Enzym, welches als Summgéer fur Proliferationsaktivitat dient,
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen stamkibiert. Dagegen sprachen DLD-1-
Kolonkarzinomzellen, die kein ER exprimieren, sehr viel weniger sensitiv auf die
Raloxifenbehandlung an. Daraus schlossen Janalketaal., dass die ERExpression im
Kolonkarzinom nicht wie beim Mammakarzinom als Tusuppressor anzusehen ist, sondern
vielmehr zu einer Resistenz gegen Wachstumsinbibiiiihrt und zur Proliferation beitragt.
Diese Beobachtungen werden auch von friheren Stuphstitzt, in denen sich zeigte, dass
in ER -positiven Mammakarzinomen die hdchsten Expressiother Proliferationsmarker
Ki67 und Cyclin A auftraten [221].

Eine andere Untersuchung jedoch belegt, dass audirisbung von MCF-7-Zellen mit dem
PhytoOstrogen Genistein, welches in groRen Mengeojaprodukten enthalten ist, zunachst
die ER -Expression und daraufhin die Proliferation sid@fit anstieg [222, 223]. Auch bei
einer Studie Uber Azoxymethan (AOM)-induzierte Kdtarzinome bei F344 Ratten wirkte
Genistein fordernd auf die Tumorigenese [224]. Bieseint jedoch ein dosisabhéngiger und
tumorspezifischer Effekt zu sein, da Genistein atsikanzerogen und antiangiogen gilt,
indem es Tyrosinkinasen und die VEGF-Expressionbiatht [225-229]. Eine denkbare

Erklarung hierzu beschreibt eine Studie, in weldBenistein in niedrigen Dosierungen die
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Proliferation einiger Brustkrebszelllinien foérderteohingegen hohe Konzentrationen zur
Wachstumsinhibition fiihrten [230]. Genistein wedsgte ahnliche Wirkweise auf wie SERMs
und kann an beide Ostrogenrezeptoren binden, abigt eine zwanzigfach hohere Affinitat
zu ER [231].

Die dosisabhangigen Unterschiede in der Wirkungdasf Tumorwachstum mussen auch bei
einer potenziellen zukunftigen Therapie mit Ralewif bedacht werden, da ER
maoglicherweise in der Lage ist, sich durch positRRéckkopplungsmechanismen selbst

hochzuregulieren, wenn es nicht in hohem Mal3e antaigrt wird.

Aufgrund dessen wurde in dem hier durchgefiuhrtearvBrsuch eine vergleichsweise hohe
Dosis Raloxifen (30 mg/kg KG) eingesetzt. Die dsatimittliche Dosierung zur Prophylaxe
und Therapie der postmenopausalen Osteoporose béenschen liegt bei 60 mg

Raloxifenhydrochlorid pro Tag.

Janakiram et al. konnten also zeigen, dass B&m Kolonkarzinom als Tumorpromotor
fungiert und ER-Targeting mit Raloxifen das Auftreten durch AOM duzierter
Kolonkarzinome in vivo bei F344-Ratten verhindert und somit der Karzimege
entgegenwirkt [220]. Die Wirkweise von Pharmaka uatberen praventiven Substanzen
beruht auf der Tatsache, dass sie entweder dialéniPhase der Karzinogenese oder die
Progression der neoplastischen Zellveranderungetangsamen, hemmen oder sogar
rickgéngig machen kénnen [232-234].

Die mit Raloxifen behandelten Mause wiesen in dersuchsanordnung dieser Arbeit nach
31 Tagen hoch signifikant kleinere Tumoren auf dis Tiere, denen lediglich das
Losungsmittel, also eine entsprechende Menge Maigite verabreicht worden war. Auch
Lebermetastasen waren bis auf eine Ausnahme nderirkKontrollgruppe zu finden. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine BehandlungRalbxifen der Inzidenz der

Fernmetastasierung entgegenwirkt.

AuBBerdem zeigte sich in den immunhistochemischerakfR@en der entnommenen
Pankreaskarzinome eine direkte Korrelation demgerien Tumorvolumina mit Ki67, einem

Marker fur Zellproliferation.

Dies stellt ein relativ sicheres Ergebnis dar, kli@ge nach der Wirkungsweise des Raloxifen

bleibt dennoch ungewiss. Inhibiert Raloxifen takd@h einzig die Tumorprogression in
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frithem Stadium oder kann es auch bei spaterer Dggn wie sie beim
Pankreasadenokarzinom meist gegeben ist, die Rgigreverhindern oder zumindest noch

hinausztgern?

Raloxifen scheint beim Kolonkarzinom durch die ERupprimierung spezifische
intrazellulare Signalwege zu aktivieren, welche lis@lich in Apoptose und
Wachstumsinhibition resultieren. Auch dies erfotderch eingehendere Untersuchungen der

molekularen Mechanismen.

Um aber Zweifel dartiber auszurdumen, ob die Erfdigein den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten Experimenten durch Raloxifen erzielterden konnten, auf der
nachweislichen Prasenz von EReruhen, musste ein eindeutiger Zusammenhang zevisc

der Wirkweise des SERM und den Ostrogenrezeptosdveigefiihrt werden.

Um die Funktion eines bestimmten Gens zu erforschamss man dieses vorubergehend
ausschalten, um es in den Regulationsmechanism&serbeinordnen zu kdnnen. Dieses
sogenannte ,Gene-silencing” der fiir die beiden @gsmnrezeptoren kodierenden Gene ESR1
(ER ) und ESR2 (ER) kann ermdglicht werden, indem eine in die Zeliengeschleuste
SsiRNA die Konzentration der zelleigenen komplememianRNA auf ein unerhebliches Mal3

reduziert, obwohl das jeweilige Gen weiterhin tiaiisert wird.

Bei beiden Pankreaskarzinomzelllinien, L3.6pl undsP&-1, die fir den BrdU-
Proliferationstest mit Raloxifen eingesetzt wurdergaben sich aufschlussreiche Hinweise
darauf, dass ERvorhanden sein muss, um den bestétigten Proibdesainhibierenden Effekt
durch Raloxifen zu erzielen. In der hdchsten Réémkonzentration zeigte sich fir die LacZ-
Kontrolle wie erwartet eine deutliche Verringerushgr Einbaurate des Bromdesoxyuridin in
die Zell-DNA beider Zelllinien. Auch die Transfe&ti der Zellen mit sSiRNA gegen das fur
ER kodierende ESR1 fiihrte zu einer hoch signifikanfaduktion der Proliferation. In
diesen beiden Konstellationen wurde also auf die -ERpression keinerlei Einfluss

ausgedubt.

War allerdings ER vom Knockdown durch siRNA betroffen, ergab sichlimden Zelllinien
keine Senkung der Proliferationsrate durch Raloxif&Ebenso verhielt es sich beim
kombinierten Knockdown der Expression beider Ostnogzeptoren, ERund ER. Die
Hemmung der ERExpression durch spezifische siRNA resultierte isandglicherweise in

einer Resistenz gegen die antiproliferativen Eakts Raloxifen.
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Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die wachsammbnden Effekte von Raloxifen
unabhangig von der Anwesenheit des ERIm Tragen kommen. Andererseits muss ER
augenscheinlich exprimiert werden, da dieser Ostioezeptor offenbar als Angriffspunkt fiir
Raloxifen dient oder zumindest einen entscheider®graltpunkt in den Mechanismen des
molekularen Netzsystems darstellt, die fir die \8@rkkeit dieses Benzothiophenderivats von
fundamentaler Bedeutung sind.

Da Raloxifen gemaR seiner Eigenschaft als selakdstrogenrezeptormodulator je nach
Gewebe 0Ostrogenagonistische oder -antagonistischekuligen entfaltet, missen
verschiedene Wege existieren, auf die Rezeptonerueirken. So ist bekannt, dass sich
Raloxifen in Endometrium- und Brustgewebe verglearh verhélt wie das natirlich
vorkommende 17-Estradiol (E2). Raloxifen bindet im Zellkern miemh Benzothiophenring
mit ahnlicher Affinitdt wie E2 an den ER und bewirtort durch die darauf folgende
Konfigurationsdnderung des Rezeptors dessen Aklingeund das Andocken an das ERE der
DNA. Die lange Seitenkette verhindert dabei dieedaktion mit der Helix12 der
Ligandenbindungsdomane, die die AF2-Funktion vgr&éir Somit ist die Bindung von Co-
Faktoren blockiert, und es kann keine Gentransknmtattfinden [235, 236].

Im Knochen und Lipidstoffwechsel fungiert Raloxifg@doch als Agonist, wobei ein anderer
Mechanismus zum Zuge kommt. Hier induziert Raloxifmach Bindung an den

Ostrogenrezeptor mit Hilfe einer Reihe von Regalafaktoren die Aktivierung einer

spezifischen Sequenz der DNA, RRE (Raloxifene Reding Element) genannt. Daraufhin
generiert eine Gruppe von Genen die Synthese sg®f Zellproteine, welche fir die

agonistische Wirkung verantwortlich sind. Auf dies&Vege imitiert Raloxifen den Effekt

natirlicher Ostrogene [235-237].

5.3 Raloxifen moduliert die Expression des Zytokins Inérleukin-6 (IL-6) in humanen

Pankreaskarzinomzelllinien

In dieser Arbeit wurde des Weiteren mittels ELIS& tlachweis erbracht, dass Raloxifen in
L3.6pl-Zellen eine Inhibition der IL-6-Ausschittubgwirken kann.

Nachdem die Zellen 24 Stunden lang mit LPS stimuleirden, um einen messbaren IL-6-
Spiegel zu erhalten und die erhohten IL-6-Werte iRankreaskarzinompatienten

nachzuahmen, wurden die Zellen flr weitere 24 Stonait den &quivalenten Dosierungen
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Raloxifen inkubiert wie im BrdU- und im siRNA-Versh. Aus den im ELISA-Reader
ermittelten Extinktionswerten der zellfreien Ubérsie konnten durch Interpolation der

Standardkurve die gesuchten IL-6-Konzentrationemtezlt werden.

Wie erwartet fiel die IL-6-Konzentration mit zuneander Raloxifendosierung im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle deutlich ab. Bei 1 p®Mdifen war der IL-6-Wert gar auf 12 %
der Kontrolle gesunken.

Dieses Resultat lasst darauf schlieRen, dass Reatoi Pankreaskarzinomzellen die IL-6-
Expression senkt. Der dahinter stehende molekiehanismus ist noch unbekannt. Doch
Raloxifen verflgt vermutlich Uber eine Vielzahl vdmdglichkeiten, um Gen-regulierende

Prozesse zu beeinflussen oder das Tumorwachstunmibieren.In mehreren Studien wurde

bereits der Beweis erbracht, dass Raloxifen in d@aésten im Zuge des Knochen-
stoffwechsels in der Lage ist, IL-6 herunter zuutesgen [238-241].

Zytokine wie IL-6 sind evolutionstechnisch betrathtein sehr alter Bestandteil des
Immunsystems. Beispielsweise kann IL-2, therapelutigesehen eines der wichtigsten
Interleukine gegen Tumorerkrankungen [242, 243j,Bohinodermaten, also Stachelhdutern
wie Seestern und Seeigel, nachgewiesen werdenFiBeinen und Amphibien besitzt IL-2

eine engere Verwandtschaft zu Produkten von Onlagais bei Saugetieren [244]. Folglich
konnen einige Zytokine im Menschen AkiRbaaseReaktionen auslosen, nicht aber im Tier,
oder umgekehrt [245].

Bei IL-6 handelt sich um ein Phospho-Glykoproteuelches von unterschiedlichen Zellarten
exprimiert wird, unter anderem von Monozyten, Lyropyten, Keratinozyten, Fibroblasten
und Endothelzellen. Es Ubt eine Vielfalt von Fuak&n aus, wie Regulation der
Hamatopoese, Akute-Phase-Reaktionen und Beeinfigssder Immunantworten im
Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen [246]. Hir>Uberexpression stellt somit die
Ursache fur die Pathogenese vieler inflammatorisdébdrankungen dar. Ebenso spielen
IL-6-abhangige Signalkaskaden bei einigen Autoimenkrankungen und Entziindungen eine
bedeutende Rolle.

Aufgrund der gemeinsamen Nutzung des Rezeptorangeil 30 (Glykoprotein 130) durch
verschiedene IL-6-Familienmitglieder und der Ink&ian von IL-6 sowohl mit einem

membrangebundenen Rezeptor (IL-6R) auf HepatoayenLeukozyten als auch mit einem
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l6slichen IL-6-Rezeptor (SIL-6R) ergibt sich zudesime sehr komplexe Kinetik der IL-6-
Effekte [247].

Da IL-6 auch von Tumorzellen produziert wird, siimdeinigen Tumorentitdten ebenfalls
erhohte IL-6-Levels aufzufinden [248]. IL-6 aktivielber gp130 die JAK/STAT3 (Janus
kinase/signal transducer and activator of tranfionf)- und die MAPK-Signalkaskade [249,
250]. Beide gehoren zu den bekanntesten tumormgienaSignalwegen und werden durch
Onkogene wie Ras (Rat sarcoma) oder durch Memirapieren wie EGFR (Epidermal-
Growth-Factor-Receptor) sowie andere Rezeptortykasasen reguliert. Insbesondere der
Entziindungsmediator STAT3 fuhrt dabei oft Uber\thestufe einer chronischen Pankreatitis
zur Entwicklung eines duktalen Pankreasadenokamzsnand stimuliert Zellproliferation und

Tumorprogression [251].

Man nimmt an, dass eine Uberexpression von IL-&Viammakarzinom, moglicherweise in
Interaktion mit TGF- und IL-1 [252], direkt oder indirekt an einer selirfortschreitenden
Progression der Erkrankung beteiligt ist. Auch &mderen Krebsarten [246, 253-255] wurde
in diesem Zusammenhang von fortgeschrittenem Tumauitsn, schneller Metastasierung
und kurzer Uberlebensdauer der Patienten bericht@tmaRlich indem IL-6
Entziindungszellen anlockt, die Tumorangiogenesgefound Zelladhasionsmolekile sowie
die Chemotaxis modifiziert [168]. Maligne Transfation und Progression durch IL-6
konntenin vitro unter anderem bei Nieren- und Prostatazellen tigisiderden [256-260].
AuBerdem soll IL-6 die Apoptose von Mamma- und Gemuskarzinomzellen und Zellen
aus multiplen Myelomen inhibieren [169, 170]. Aucheim humanen duktalen
Pankreasadenokarzinom wurden erhohte IL-6-SpiagelSerum ausfindig gemacht [261-
264]. Ebenso verhalt es sich bei der akuten [265-268] heidder chronischen Pankreatitis
[267, 269, 270].

Dagegen wurde aber auch berichtet, dass IL-6,wiBriostata-Xenograft- Modell in Mausen,
dem Tumorwachstum sogar entgegenwirken kann [272] @der dassn vitro keinerlei

Zusammenhange zwischen Tumorzellprogression undmelater IL-6-Ausschittung
aufgedeckt werden konnten [273-275]. Infolgedestiegen hierlber widerspriichliche
Ergebnisse vor, so dass noch keine endgiltige Aassider die Funktion von IL-6 in

Tumorprozessen maoglich ist [271, 276].
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So lag es nahe, in dieser Arbeit zu untersuchendi®Raloxifen-abhéangige Inhibition der
Proliferation von Pankreaskarzinomzellen mit eiSenkung von IL-6 verbunden ist, um so
einen maglichen Wirkungsmechanismus von RaloxifanPiankreasadenokarzinom erkléren

zu kdénnen.

Des Weiteren erfolgt die Regulierung von IL-6 auither den Ostrogenrezeptor. Die
Suppression des IL-6-Spiegels iiber den Ostrogepi@zevird wahrscheinlich durch eine
direkte Interaktion des durch I1-Estradiol aktivierten Ostrogenrezeptors mit dem
Transkriptionsfaktor NFB (Nuclear Factor kappa B) vermittelt, welche in negi
verminderten Bindeaktivitdt von NFB an den IL-6-Promotor resultiert [277, 278].
Hierdurch wird die IL-6-Konzentration im Gewebe uedert.

In einer anderen Studie ergab die Analyse des #yabressions-Profils im Durchschnitt
ahnlich hohe IL-6-Werte im Serum von 65 Patienteit Rankreasadenokarzinom vor
Tumorresektion bzw. Chemotherapie, verglichen raindserum von 30 gesunden Spendern.
Die Patienten mit erhbhtem IL-6-Spiegel im Seruneriégbten jedoch signifikant kurzer
[168], so dass ein Anstieg des IL-6-Spiegels hlsrsghlechter Prognosefaktor angesehen
werden kann. Zudem ist IL-6 offenbar eng assozimit der Entstehung der durch ein
Pankreasadenokarzinom bedingten Tumorkachexie 248,280], da die IL-6-Werte bei den
kachektischen Patienten nach schnellem Gewichtsstesignifikant hoher lagen als bei
diesen mit geringem Gewichtsverlust [248]. Diesrfitwangslaufig zu der Uberlegung, dass
Therapeutika, die der IL-6-Bildung entgegenwirkeawb die Serumlevel wieder absinken
lassen oder die IL-6-Rezeptoren blockieren, die @gme von Patienten mit

Pankreasadenokarzinom abmildern und somit den Keitgverlauf hinauszogern kénnten.

Es ist unklar, ob die erheblich geringeren Tumammaha bei den mit Raloxifen behandelten
Nacktméausen in unserem Tierversuch mit einem gerery IL-6-Serumwert der Tiere im
Zusammenhang stehen, da weit@r@ivo Versuche mit Raloxifen und IL-6-Bestimmung im
Serum noch ausstehen und zudem noch nicht gekigtt ob Raloxifen die
Tumorzellproliferation tber Inhibition von IL-6-Siglwegen wie die JAK/STAT- oder
MAPK-Kaskaden beeintrachtigt.

Als weiterer kritischer Punkt darf die fragliche &fragbarkeit vonin vitro auf in vivo
erzielte Resultate nicht aul3er Acht gelassen wei8emwurden vitro, wie erwahnt, vielfach
belegt, dass Raloxifen die IL-6-Sekretion im Knatsteffwechsel senkt (s. 0.). Dennoch
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konnte in einer neueren Studie bei postmenopausBlanen mit Osteoporose keine
signifikante IL-6-Senkung im Serum durch Raloxif@0 mg/Tag p. 0. Uber 12 Wochen)
herbeigefihrt werden [281], wohingegen dies beiriektdomierten Mausen durch das
Raloxifenanalog LY117018 (60 pug/Tag s. c. Uber 7ctdém) moglich war [239].

Damit steht auch die Frage im Raum, ob durch eire#iey Abweichung in der IL-6-
Homologie zwischen Mensch und Labornager zuvedasRickschlisse aus Tierversuchen
gezogen werden kénnen. Humanes IL-6 besteht aug\@iiRosauren und ist darin zu 58 %
bzw. zu 42 % homolog zum IL-6 von Ratte bzw. Mdbie Ubereinstimmung in der DNA-
Struktur des IL-6 betragt 68 % (Ratte) und 65 % (8)g245, 282, 283]. Bei aller Vorsicht,
die bei der Frage der klinischen Relevanz von Rasu ausin vitro Experimenten und
Tierversuchen generell an den Tag gelegt werdersnkisinen die komplexe Interaktion
zwischen Tumorgewebe, BlutgefaRen und Lymphgef&dane Metastasierungsprozesse im
in vivo Tumormodell aber dennoch suffizient simuliert werdevodurch dieses somit

weiterhin den Goldstandard fur die Untersuchungotodischer Prozesse verkorpert.

Selbst wenn Raloxifen die Tunpogression nicht IL-6-vermittelt, sondern Uber einen
anderen Mechanismus inhibieren sollte, so kdonmte durch Raloxifen induzierte, limitierte
IL-6-Ausschittung und eine dadurch verzdgerte agariger ausgepragte Tumorkachexie der
Patienten zu deren langerem Uberleben mit hohereensqualitat entscheidend beitragen.

Nach den bisherigen Erkenntnissen zu urteilen, t&@ndie erhebliche Differenz im
Korpergewicht der Mause am Ende des Tierversuctmirzlest zum Teil auf einen zu
erwartenden unterschiedlichen IL-6-Serumspiegel teiden verschiedenen Gruppen
zurickzufihren sein. Wahrend Mause der mit RaloxibBeehandelten Gruppe aufgrund
naturlichen Alterswachstums in den 31 Versuchstage®chnitt 12,8 % an Kérpergewicht
zulegten, verlor die Kontrollgruppe aufgrund derteitenden Tumorkachexie im Mittel 12 %

ihres Ausgangsgewichtes.

Alles in allem spricht vieles dafir, dass IL-6 iandWirkmechanismus von Raloxifen, der in
unseren Versuchen zum Erfolg fuhrte, involviert @iwohl potenziell auch zahlreiche andere
Mdoglichkeiten in Erwagung zu ziehen sind. Denkbairavbeispielsweise eine Intervention
von Raloxifen in die von Heldring et al. beschriede ligandenunabhangigen Signalwege
von Ostrogenrezeptoren [114]. Durch Wachstumsfektaverden Kinasen aktiviert, welche
durch Phosphorylierung wiederum eine Aktivierung r d®strogenrezeptoren und
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infolgedessen auch anderer assoziierter Co-Regetatoervorrufen [284]. Mdglicherweise
greift Raloxifen in diesen Prozess ein und verhinddie Phosphorylierung des
Ostrogenrezeptors. Auf diese Weise konnten diechiedensten Signalkaskaden in Gang
gesetzt werden, wie der PI3K/Akt/mTOR-Signalwegssta exakte Regulation jedoch noch
nicht vollstandig erschlossen ist. Weitere Studserd notwendig, um zu klaren, ob IL-6,
entweder allein oder gemeinsam mit anderen Zytokiren der Pathophysiologie des

Pankreasadenokarzinoms beteiligt ist.

5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Da der prognostische Wert der Expression von Osmmageptoren beim Pankreas-
adenokarzinom als unklar gilt, bestand das Zietelié\rbeit darin, die Expression von ER
mit der klinischen Prognose von Patienten mit dektaAdenokarzinom des Pankreas zu
korrelieren. Im weiteren Verlauf wurde sowainl vitro als auchin vivo untersucht, ob
Raloxifen, ein selektiver Ostrogenrezeptormodulat®ERM), imstande ist, das
Tumorwachstum durch Inhibition der ERermittelten Mechanismen zu beeinflussen. Ein

weiteres Ziel bestand darin, Ansétze fur den Wirkina@ismus von Raloxifen aufzuzeigen.
Aus der vorliegenden Studie sind folgende Ergelergddeitbar:

1.) ER wird im humanen duktalen Adenokarzinomen des Reaskexprimiert und stellt
einen unabhangigen Prognosefaktor fur ein schleshtéGesamtiberleben und

progressionsfreies Uberleben dar.

2.) Das Benzothiophenderivat Raloxifen inhibidart vitro und in vivo Uber seine

Interaktion mit ER die Proliferation von Pankreaskarzinomzellen.

3.) Raloxifen inhibiert im Tiermodell potent das ortbpeé und metastatische

Tumorwachstum beim Pankreaskarzinom.

4.) Raloxifen istin vitro in der Lage, den IL-6-Spiegel in Pankreaskarzineltam zu

senken.

Es konnte gezeigt werden, dass eine {HRpression im humanen duktalen
Pankreasadenokarzinom eine ungunstige Prognoskefidetroffenen Patienten bedeutet. Zur

endgultigen Validierung dieser Beobachtung istAtialyse grof3erer Fallzahlen erforderlich.
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Ob die im letzten Punkt genannte Inhibition der6HRroduktion lediglich einen positiven
Nebeneffekt von Raloxifen darstellt, da hierdurad Bumorkachexie verzoégert werden kann,
oder ob Raloxifen seine hemmende Wirkung auf damofwachstum zumindest teilweise
Uber Intervention in IL-6-Signalwege vermittelteltit zundchst ungewiss. Weiterfihrende
Untersuchungein vitro und insbesonderm vivo werden diese Frage abschlie3end klaren
miissen. Da durch das ,Gene-silencing* der Ostregmmtoren mittels siRNA jedoch gezeigt
werden konnte, dass Raloxifen ohne HEpression keine Wirkung auf die Proliferation von
Pankreaskarzinomzellen ausiibt, andererseits abevitro in diesen Zellen die IL-6-
Produktion reduziert, deutet dies darauf hin, dassh eine Interaktion zwischen ERnd
IL-6 stattfindet.

Diese Studie war auh vitro Experimente beschrankt. Die zugrundeliegenden katdeen
Mechanismen des Zusammenspiels von HRaloxifen und IL-6 im lebenden Organismus

bedirfen weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend ermdglichen die Ergebnisse digbeitAine genauere Charakterisierung
der prognostischen Bedeutung der HEpression im humanen duktalen Pankreasadeno-
karzinom sowie dessen Behandlungsmdglichkeit duRelfioxifen und erdffnen wichtige

Einblicke in molekulare Zusammenhange der Wirkmatdmen.
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6 Zusammenfassung

Die Prognose fur Patienten mit Pankreasadenokareinst trotz multimodalen
konventionellen Therapieregimes schlecht. Die afigime 5-Jahres-Uberlebensrate betragt
nur 1 bis 5 %. Daher ist die Entwicklung alternativi herapiestrategien gegen diesen oft
chemotherapieresistenten und hoch aggressiven Tuomoessentieller Bedeutung. Die Rolle
der Expression von Ostrogenrezeptoren beim Pardaeaskarzinom ist weitestgehend
unbekannt. Friihe Kklinische Studien unter Einsatm \g&elektiven Ostrogenrezeptor-
Modulatoren (SERMs) wie Tamoxifen fuhrten zu keirenfiolgreichen Ergebnissen. 1996
konnte neben dem bekannten ERine weitere Isoform des Ostrogenrezeptors klonier

werden, der Ostrogenrezeptor beta (ER

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt déxpression von ER auf das

Gesamtlberleben und das rezidivfreie Uberleben PBaitienten mit reseziertem
Pankreasadenokarzinom zu untersuchen und die Whkest des zur Behandlung und
Pravention der postmenopausalen Osteoporose zsgetas SERM Raloxifen gegen das

Tumorwachstunin vitro undin vivozu charakterisieren.

Hierfir wurden in Paraffin eingebettete Tumorprobemn 94 Patienten, bei denen im
Zeitraum zwischen 2003 und 2006 ein duktales Adarmikom des Pankreas reseziert wurde,
identifiziert. Aus dem archivierten Tumormaterialunden Tissue Microarrays (TMA)
angefertigt und die Schnitte mit einem IERspezifischen Antikorper behandelt. Die
Expression von ER wurde mit den klinischen und pathologischen Patamekorreliert.
Anschlie3end wurde die Expression vonbtER univariaten und multivariaten Analysen mit

den Uberlebensdaten in Korrelation gesetzt.

Fur die Untersuchung dern vitro Effekte von Raloxifen wurde die humane
Pankreaskarzinomzelllinie L3.6pl kultiviert und miRaloxifen in unterschiedlichen
Dosierungen von 0,1 nM bis 1000 nM behandelt. Damvagrde die Zellproliferation mittels
BrdU gemessernJm die spezifische Wirksamkeit der durch Raloxiémielten Resultate zu
analysieren, wurde die Expression von Eid ER mittels sSiRNA spezifisch reduziert und
der Versuch erneut durchgefuhrt. Um zu Uberpriddndie nachgewiesene Wirksamkeit von
Raloxifen in L3.6pl-Zellen zumindest teilweise adr Reduktion der IL-6-Expression beruht,

wurde die IL-6-Konzentration nach Raloxifenbehandlim ELISA-Verfahren bestimmEur
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die in vivo Versuche wurde in einem orthotopen Tiermodell iackimé&usen taglich
Raloxifen injiziert und das Tumorwachstum Uberwadhie Expression von ERund die
Proliferation anhand des Markers Ki67 wurden in deamEnde des Versuchs entnommenen

Tumormaterial immunhistochemisch untersucht.

Die Auswertung der TMA ergab in 32 % der Patiendgme nukleare Expression von ER
Die univariate Analyse der Uberlebensdaten zeiglass das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen und die Expression voh [eReils mit einer signifikant kiirzeren
gesamten und rezidivfreien Uberlebenszeit einhgegin Die multivariate Analyse konnte
einen positiven Nodalstatus und die ExpressionEBh als jeweils unabhéngige unginstige

Prognosefaktoren bestatigen.

Die in vitro Behandlung der L3.6pl-Zellen mit Raloxifen resuliein einer potenten,
dosisabhangigen Hemmung der Zellproliferation. Bie&ffekt konnte mittels ,Gene-
silencing” von ER durch die spezifische siRNA vollstandig rickganggmacht werden,
unter Verwendung der ERspezifischen siRNA blieb der Effekt jedoch erhalteDa
Raloxifenin vitro des Weiteren eine Abnahme der IL-6-Sekretion irbpBZellen induzierte,
lassen sich Ruckschlisse auf die Beteiligung von BRI IL-6 am Wirkungsmechanismus
von Raloxifen ziehenln vivo konnte Raloxifen sowohl das orthotope Tumorwachsalsn
auch die Metastasierung bei den behandelten Mé&aigaifikant inhibieren. Die Anzahl der
durch den Proliferationsmarker Ki67 detektiertellefedes entnommenen Tumormaterials
fiel bei den behandelten Mausen signifikant nieglrigus als bei den Kontrolltieren.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der vorliegeAdoeit gezeigt, dass eirteR -
Expression im humanen duktalen Pankreasadenokarzéioe unglnstige Prognose flr die
betroffenen Patienten bedeutet und Raloxifenitro undin vivo potent die Proliferation von
L3.6pl-Zellen inhibieren kann. Auch das orthotop@embrwachstum sowie die Fern-
metastasierung in Mausen konnen durch Raloxiferprsmgert werden. Der molekulare
Wirkmechanismus von Raloxifen sollte zukiinftig ieiteren Studien eingehender untersucht
werden. Zur endgultigen Validierung dieser Beobaet ist zudem die Analyse noch

groRerer Fallzahlen erforderlich.
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7 Summary

Despite multimodal conventional therapeutic regitme clinical prognosis for patients with
pancreatic carcinoma is poor. The overall five-y®awival rate is just one to five percent. To
develop an alternative therapy strategy against tfiemotherapy resistant and highly
aggressive tumor is therefore of the utmost impaea The role of the expression of estrogen
receptors in pancreatic cancer has been barelgrdssl. Analysis of prior medical studies
shows that using selective estrogen receptor mtmsldSERMS) like Tamoxifen has no
effect. In 1996 a new isoform of the estrogen remewas cloned in addition to the known
ER : the estrogen receptor beta (BR

This work’s purpose was to evaluate the impact Rf Expression on overall survival and
disease-free survival of patients with resecteccpatic carcinoma and to characterizeithe
vitro andin vivo effectiveness of the osteoporosis treatment amdention drug SERM

raloxifene against tumor growth.

For this purpose paraffin-embedded tumor sampléglgfatients who had a ductal pancreatic
adenocarcinoma resected between 2003 and 2006ideerteied. Tissue microarrays (TMA)
were created out of the archival tumor material Hredsections stained using ERspecific
antibodies. The expression of ERwas then correlated to clinical and pathological
parameters. Subsequently the EBxpression in univariate and multivariate analyses

correlated to the survival rate.

The human pancreas adenocarcinoma cell line L8&plcultured and treated with raloxifene
in varying doses of 0.1 nM to 1000 nM for the as&yof raloxifene’sn vitro effects. The

cell proliferation was then measured by BrdU. Far $ame experiment, specific knockdown
of ER and ER was performed using siRNA to analyze the spedaffectiveness of the

results provided by the raloxifene treatment. Th&-concentration of the L3.6pl cells was
measured through the ELISA-procedure after ralmefereatment to verify that the detected
effectiveness of raloxifene in the cells was cauaedeast partly by reducing the IL-6-
expression. An orthotopic animal model with nudeenias used for thie vivo experiment.

The mice were injected with raloxifene daily ané tamor growth monitored. At the end of
the experiment extracted tumor material was immigtobhemically analyzed to determine

the expression of ERand the proliferation using Ki67 markers.
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The result of the TMA evaluation is that 32 % oé thatients had a nuclear expression of
ER . A univariate analysis of the survival rate showibdt the existence of lymph node

metastasis and the expression of E&e accompanied by a significantly shorter overall
survival and disease free survival. Multivariat@lgsis of the survival data confirmed that a
positive nodal status and the expression of BRe each an independent risk factdior an

adverse prognosis.

Thein vitro treatment of the L3.6pl cells with raloxifene rited in a potent, dose-dependent
inhibition of the cell proliferation. This effectas completely reversible by gene-silencing
ER through specific siRNA. Using ERspecific siRNA kept the effect though. Since
raloxifene also induced a reduction of the IL-6rs@on in L3.6pl cells one can infer how
ER and IL-6 participate in the effect of raloxifenRaloxifene was able to inhibit
significantly the orthotopic and metastatic tumoowgth in treated mice during tha vivo
animal model. The number of stained cores showmpijiferation marker Ki67 in the
afterwards extracted tumor material was signifigaltwer in treated mice compared to the

control animals.

In summary, the results show that an E&pression in human ductal pancreas carcinoma
means an adverse prognosis for affected patientsrat raloxifene potentially inhibits the
proliferation of L3.6pl cellsn vitro andin vivo. Also: the orthotopic tumor growth as well as
distant metastases in mice can be suppressed byifeale. Raloxifene’s molecular
mechanism of action should be researched morelgloséuture studies. It is also necessary

to validate the observed results by analyzing atgrenumber of cases.
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11 Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Abkurzung Erklarung

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

nm Mikrometer

UM mikromolar

1M einmolar

5-FU 5-Fluorouracil

ABC Avidin Biotin Complex

ABCG2 ATP-binding cassette sub-family G member 2
AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

AF Aktivierungsfunktion

Akt Proteinkinase B

AOM Azoxymethan

BCA Bicinchoninic Acid (Bicinchoninsaure)
BLAST Basic local alignment search tool

BrdU 5-Bromo-2’deoxyuridin-Proliferationstest
BSA Bovines Serumalbumin

CA19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9, Tumormarker
CEA Carcino-Embryonales Antigen, Tumormarker
Cl Confidence Interval

CO2 Kohlenstoffdioxid

CT Computertomographie

CTRL Kontrolle

DAB 3,3’-Diaminobenzidine

DBD DNA-binding domain

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinséure
DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen
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Abkurzung Erklarung

dsRNA Double-stranded (doppelstrangige) RNA

E2 17 -Estradiol

EDTA Ethylendiamintertraacetat

EGFR Epidermal-Growth-Factor-Receptor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Ostrogenrezeptor

ERCP Endoskopische Retrograde Cholangio-
Pankreatikographie

ERE Estrogen response element
(Ostrogenbindungsstelle)

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase

ER Ostrogenrezeptor alpha

ER Ostrogenrezeptor beta

EtOH Ethanol

FAMMM familial atypical multiple mole melanoma-
Syndrom

FCS fetal calf serum

g Gramm

gp130 Glykoprotein 130

h Stunde

H202 Wasserstoffperoxid

H2S04 Schwefelsaure

HE Hamatoxilin-Eosin

hpf High power field

HRP Horseradish peroxidase

I V. intravends

IGF-IR Insulin-like growth factor 1 receptor

IL Interleukin

IRS Immunreaktiver Score

JAK/STAT Janus kinase/signal transducer and activait
transcription

KD Knockdown

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht
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Abkurzung Erklarung

LBD Ligand-binding domain

Ln./Lnn. Lymphknoten

LPS Lipopolysaccharid

LSAB2 Labelled Streptavidin-Biotin 2

MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

MRCP Magnetresonanz-Cholangio-
Pankreatikographie

MRNA Messenger RNA

MRT Magnet-Resonanz-Tomographie

mTor mammalian Target of Rapamycin

MW Mittelwert

NaCl Natrium-Chlorid

NCBI National Center for Biotechnology
Information

NF- B Nuclear Factor kappa B

nm Nanometer

nM nanomolar

NO Synthase Stickstoffmonoxid-Synthase

NSCLC Non Small Cell Lung Cancer

P Phosphatgruppe

p. O. per os

PBS Phosphate buffered saline

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR Polymerase Chain Reaction

PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecdle

pH pondus Hydrogenii

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

pm Picomol

POD Peroxidase

PPD Partielle Pankreatoduodenektomie
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Abkurzung Erklarung

PPPD Pyloruserhaltende partielle
Pankreatoduodenektomie

PR Progesteronrezeptor

PVDF Polyvinyliden-Difluorid

p-Wert Signifikanzwert

RAL Raloxifen

Ras Rat sarcoma

RE Responsive elements

RISC RNA-induced silencing complex

RKI Robert Koch-Institut

RNA Ribonucleic acid

RNAI Ribonucleic acid interference

rpm Revolutions per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RRE Raloxifene Responding Element
(Raloxifenbindungsstelle)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Real-Time Polymerase Chain Reaction

S.C. subcutan

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis

SEM Standard Error of the Mean

SERM Selektiver Ostrogenrezeptor Modulator

siL Soluble Interleukin

SiRNA Small interfering RNA

SP-1 Specificity Protein 1

TBS Tris Buffered Saline

TF Transkriptionsfaktor

TGF- Transformierender Wachstumsfaktor-

TMA Tissue Microarray

TNF- Tumornekrosefaktor-

Tris-Cl Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRS Target retrieval solution

WEF

Wachstumsfaktor
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12 Verzeichnis der verwendeten Materialien

12.1 Chemikalien und Kits

Material

Hersteller

ABC-Kit Vectastair?

Vector Laboratories, Burlingame, CA

AEC Substrat Kit

Zytomed Systems GmbH, Berlin, D

Acrylamid 30 %

BioRad, Miinchen, D

Ammonium Peroxidsulfat (APS)

Sigma, Deisenhofen, D

Atropinsulfat Injektionslésung

B. Braun Melsunge® AMelsungen, D

Avidin/Biotin Blocking Kit

Vector Laboratories, Blingame, CA

BCA Protein Assay

Pierce Biotechnology, Rockfor&AJ

BLOCK-iT™ Complete Dicer RNAI Kit

Invitrogen GmbHDarmstadt, D

BLOCK-iT™ RNAi TOPCG® Transcription Kit

Invitrogen GmbH, Darmstadt, D

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg, D

BSA (Bovines Serumalbumin)

Sigma-Aldrich Chemie Ginb
Taufkirchen, D

Buprenorphin (Temgesiy

Boehringer Mannheim, Mannheim, D

Cell Proliferation ELISA BrdU-Kit, colorimetric Rd®, Mannheim, D

Corn Ol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

DAB+ Substrate Chromogen

Dako, Hamburg, D

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karuhe, D

Dinatriumhydrogenphosphat péPO,

Merck, Darmstadt, D

ECL Western blotting detection reagents

Amershamipkrg, D

Ethylendiamintertraacetat (EDTA)

Merck, Darmstdit,

Eosin

Merck, Darmstadt, D

Ethanol (70 %, 96 %, 100 % mit Petrolether

vergallt)

Apotheke Klinikum Innenstadt

Ethanol fur die Molekularbiologie

Merck, Darmstabt,

Formaldehydl6sung (37 %)

Merck, Darmstadt, D

Hamalaun

Merck, Darmstadt, D

Human IL-6 ELISA-Kit, S 213/2CE

BenderMed SysteMgnna, A

Isopropanol 70 %

Apotheke Klinikum Innenstadt

Kaliumchlorid KCI

Merck, Darmstadt, D
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Material

Hersteller

Ketamin (Ketavét)

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, D

Kaiser's Glyceringelatine

Merck, Darmstadt, D

Kaliumdihydrogenphosphat KiIRO,

Merck, Darmstadt, D

Lipofectaminé™ 2000

Invitrogen GmbH, Darmstadt, D

Lipopolysaccharide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

2-Merkaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Methanol

Merck, Darmstadt, D

Milchpulver

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, D

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, D

Natriumcitrat GHsNagO;2H,0

Merck, Darmstadt, D

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, D

NatriumorthovanaddtlagVO,4

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Neo-Cleaf (Xylol-Ersatz)

Merck, Darmstadt, D

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich &tmie GmbH,
Taufkirchen, D

Protease Inhibitor Cocktail-Kit

Roche DiagnostigsbH, Penzberg, D

Protein Molecular Weight Marker

Sigma, Miunchen, D

Raloxifen-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, D

SDS 10 % (Sodiumdodezylsulfat)

Sigma-Aldrich ChefamabH,
Taufkirchen, D

SuperScript Il One-Step RT-PCR System withnvitrogen GmbH, Darmstadt, D

Platinun? TaqHigh Fidelity

Tetramethylendiamin (TEMED)

Invitrogen (GIBEPGmMbH, Darmstadt,
D

Tris-Hydrochlorid (Trizm&-HCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Triton-X

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Tris base (Trizmabase)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

TRS6

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D
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Material Hersteller

Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Tween20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, D

Wasserstoffperoxid (30%ig), Perhydtol

Merck, Darmstadt, D

Xylazinhydrochlorid (Rompu®)

Bayer AG, Leverkusen, D
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12.2 Antikorper

Antikdrper Hersteller

Beta-Actin mouse anti human (Prim. AK) Sigma-Altrichemie GmbH,
Taufkirchen, D

Ki-67 (ab66155, Prim. AK) Abcam, Cambridge, UK

Rabbit polyclonal antibody

CD-31 (ab28364, Prim. AK) Abcam, Cambridge, UK

Rabbit polyclonal antibody
Polyclonal goat-anti mouse, IgG-HRP (Sek. AKako, Hamburg, D
Polyclonal goat-anti rabbit, IgG-HRP (Sek. AK) Dalktamburg, D

Estrogen Receptor alpha (ab39642, Prim. AK)Abcam, Cambridge, UK
Rabbit polyclonal antibody

Estrogen Receptor beta (ab3576, Prim. AK) Abcam, Cambridge, UK
Rabbit polyclonal antibody

Estrogen Receptor alpha Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle
(NCL-ER-6F11/2, Prim. AK) upon Tyne, UK
Mouse monoclonal antibody

Estrogen Receptor beta (PU385-UP, Prim. AKBioGenex Laboratories, San Ramon, CA
Rabbit polyclonal antibody
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12.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Deckglaser Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG, Braunschweig, D

Mikrotiterplatteplatte 96 well Nunc™, Roskilde, DK

Objekttrager SuperFrdsPlus Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig,
D

PAP-Pen Polysciences Inc., Warrington, PA, USA

Paraffin/Histo-Comp Gewebeeinbettmittel Vogel GmbH & Co. KG, Giel3en, D

Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran Amersham,d#ourg, D

Probenréhrchen 1,5 ml, 2 mi Qiagen GmbH, Hilden, D

Rontgenfolien Hyperfilm ECL GE Healthcare, Freibuty

Zentrifugenréhrchen 50 ml FalcOnBlue MaxTM, Becton Dickinson,
USA

Zentrifugenréhrchen 15 ml TPP Techno Plastic PrdlaG, CH
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12.4 Laborgerate

Gerat Hersteller

AusgieRstation Tissue-T&lDispensing ConsoleSakura, Zoeterwoude, NL

Axioskop 40 Carl Zeiss AG, Miunchen, D

Brutschrank Heracell Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

ELISA-Reader (VERSAMax tunable mp-readekjolecular Devices, Sunnyvale, USA

Gefrierschrank -20 °C Siemens, Minchen, D

GelgielRvorrichtung BioRad, Miunchen, D

Gelkammer BioRad, Munchen, D

Handpipetten 10 ul, 20 ul, 200 pl, 2000 ul Eppehdar

lkamag Ret Magnetrihrer IKAWerke GmbH & Co. KG, Staufen, D

Mikroskop Axioskop, Zeiss, D

Mikrotom RM2255 Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, D

Mikrowelle Siemens, Munchen, D

Mini Trans Blotting System BioRad, Miunchen, D

MTAL1 Manual Tissue Arrayer Beecher Instruments, Weard, USA

Multipipette®plus Eppendorf, D

pH-Meter HANNA Instruments Deutschland GmbH,
Kehl am Rhein, D

Pipettus akku Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.KG,
Eberstadt, D

Schlittenmikrotom HN 40 Reichert Microscope Sersideepew,
USA

Schuttler 3011 GFL - Gesellschaft fur LabortechmisH,
Burgwedel, D

Sicherheitswerkbank HeraSafe, ThermoScientific,
Langenselbold, D

Sterile Pipettenspitzen (Diamofd Gilson, Inc., Middleton, USA

10 pl, 100 pl, 1000 pl

TB1 Thermoblock Biometra GmbH, Gaéttingen, D

Tischzentrifuge G. Kisker GbR, Steinfurt, D

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad, MunchB

Vertical electrophorese BioRad, Miinchen, D

Vortexgerat (MS2 Minishaker) IKAWerkeGmbH & Co. KG, Staufen, D
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Gerat

Hersteller

Waage 440-21N

Kern & Sohn GmbH, Balingen, D

Zell-zahlkammer nach Neubauer

Marienfeld, D

Zentrifuge Rotina 420R

Andreas Hettich GmbH & Co.,KG
Tuttlingen, D

Zentrifuge 5417R

Eppendorf, D
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12.5 Puffer und Lésungen

Millipore Wasser: Elix-5 Water Purification System

(aus Leitungswasser: deionisiertes und gefiltaNesser, flr analytische Zwecke geeignet)

10x PBS fur IHC:
80 g Natriumchlorid; 2 g Kaliumchlorid; 14,4 g Dinamhydrogenphosphat; 15 g Kalium-
dihydrogenphosphat; ad 1000 ml Millipore Wasser; i#

Tris-Puffer:
87,5 g Natriumchlorid; 68,5 g Tris-HCI; 9 g Tris&a ad 1000 ml Millipore Wasser; pH 7,5

10x TBS:
80 gNatriumchlorid; 24,2 g Tris base; ad 1000 ml Mitie Wasser; pH 7,6

Tris/Tween-Puffer (TBS-T):
0,1 % in 1x TBS

Lysis-Puffer:
10 ml Lysis Reagent + 1 Tabl. Protease Inhibitom@ete; 100 pl Natriumorthovanadat
(NagVOy)

10x Laufpuffer:
30,3 g Tris base; 144 g Glycin; 10 g SDS; ad 100Mitipore Wasser; pH 8,3

10x Transferpuffer:
30,3 g Tris base; 144 g Glycin; 10 g SDS; 200 mthdaol; ad 1000 ml Millipore Wasser;
pH 8,3

Trenngelpuffer (1.5M Tris-HCI pH 8.8):
181,5 g Tris base; ad 1000 ml Millipore Wasser; 381

Sammelgelpuffer (1M Tris-HCI pH 6.8):
7,4 g Tris base; 148,0 g Tris-HCI; ad 1000 m| Nidlre Wasser; pH 6,8
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5x Laemmli-Puffer:
2 ml Tris-HCI pH 6,8; 3,2 ml Glycerol; 1,6 ml 10 $DS; 1,6 ml Bromphenolblau;
0,8 ml -Mercaptoethanol; 6,8 ml Millipore Wasser; Lagerungg -20 °C

Blockierungslésung:

5 % fettfreies Trockenmilchpulver in Tris-Puffer

Trenngel (12 %):
2,6 ml HO dest; 2,0 ml 1.5M Tris Cl pH 8.8; 8010 % SDS; 3,2 ml Acylamid;
80 | Ammoniumpersulfat; 41 TEMED (ergibt 8 ml Losung)

Sammelgel:
2,0 ml HO dest; 0,4 ml 1M Tris Cl pH 6.8; 30 10 % SDS; 0,52 ml Acylamid,;
30 | Ammoniumpersulfat; 41 TEMED (ergibt 3 ml Losung)
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