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1 Einleitung
1.1 Das humane Pankreaskarzinom
111 Epidemiologie und Biologie

In Deutschland sind Tumorerkrankungen nach den Krankheiten des kardiovaskularen
Systems die zweith&ufigste Todesursache bei Mannern und Frauen [1]. Das Pankreas-
karzinom belegt dabei mit einer Mortalitat von 16.601 Patienten im Jahre 2013 den vier-
ten Rang der zugrundeliegenden malignen Erkrankungen in der Bundesrepublik
Deutschland [1, 2]. Auch in den USA stellt das Pankreaskarzinom die vierthaufigste
Krebstodesursache im Jahr 2012 dar [3]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei dieser
Tumorerkrankung fir Manner bei 71 und fir Frauen bei 75 Jahren [4]. Patienten mit
einem Pankreaskarzinom haben trotz vieler Fortschritte in allen betreffenden medizini-
schen Fachgebieten nach wie vor eine sehr schlechte Prognose. In der europaischen
Union wurde fir dieses Malignom trotz hoch entwickelter therapeutischer Moglichkeiten
im Gegensatz zu anderen Karzinomen, wie zum Beispiel dem Magenkarzinom oder
dem Kolorektalem Karzinom, kein Rickgang sondern ein weiterhin leichter Anstieg der
Mortalitat fur das Jahr 2014 erwartet [5].

Das Pankreas liegt retroperitoneal und verfugt als endokrine und exokrine Driise des
Verdauungssystems uber zwei funktionelle Anteile. Die Langerhans’schen Inselzellen,
welche aus vier verschiedenen Zelltypen bestehen, produzieren die zentralen Hormone
fur die Blutzuckerregulation: Insulin und Glukagon. Die Azinus- und Duktzellen bilden
das Verdauungssekret aus Vorlauferenzymen, welches in das Duodenum geleitet wird
[6, 7].

Die pankreatischen Neoplasien sind histopathologisch zu 90% Adenokarzinome, wel-
che sich vom exokrinen Drisenanteil ableiten und einen duktalen Phanotyp zeigen [8].
Das duktale Pankreasadenokarzinom tritt zu 65% im Pankreaskopf auf, 15% der Tumo-
re sind im Pankreaskorpus und 10% im Pankreasschwanz lokalisiert. Die restlichen
10% entfallen auf multifokales Wachstum [9].

Die Diagnose eines Pankreaskarzinoms wird haufig erst zu einem spaten Zeitpunkt ge-
stellt. Die Erstsymptome dieser malignen Erkrankung sind unspezifisch. So treten Appe-
titlosigkeit, Vollegefihl, Steatorrh6 und Gewichtsverlust auf. Ebenfalls kénnen persistie-
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rende Oberbauch- und Riuckenbeschwerden sowie ein neu aufgetretener Diabetes mel-
litus und Thrombosen Zeichen eines Pankreaskarzinoms sein [10, 11].

Das Pankreaskarzinom zeichnet sich durch ein infiltrierendes, driisenartiges, neoplasti-
sches Epithel mit umgebenem Bindegewebe aus [12, 13]. Im Vergleich zum normalen
Pankreasgewebe besteht im Tumorgewebe eine Hypoxie [14]. Im Wachstumsverlauf
konnen sich Nekrosen ausbilden, welche mit einer schlechten Prognose verbunden sind
[15]. Beim Pankreaskarzinom zeigt sich ein diffus infiltratives Wachstum in benachbarte
anatomische Strukturen des Retroperitoneums und entlang von Perineuralscheiden.
Neben diesem lokal aggressiv-invasiven Wachstum kommt es auch zu einer Ausbrei-
tung in die regionaren Lymphknoten und zu einer frihen hamatogenen Metastasierung
der Tumorzellen vor allem in die Leber und die Lunge [7, 16]. Aufgrund seiner Invasivi-
tat, seiner Lokalisation im Retroperitoneum und wegen der zum Diagnosezeitpunkt hau-
fig bestehenden Metastasierung, kann das Pankreaskarzinom nur in etwa 20% der Fal-
le einer operativen Therapie zugefuhrt werden [17]. Die konservative Therapie hat auf-
grund der schlechten Chemo- und Strahlensensibilitat der Tumorzellen ebenfalls gerin-
ge Erfolgschancen [18]. Eine Friherkennung durch ein Screening-Verfahren existiert
derzeit nicht [11]. Der Tumormarker CA-19-9 kann erst in einem fortgeschrittenen Tu-
morstadium im Blut nachgewiesen werden [19, 20].

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Auch wenn die Entstehung des Pankreaskarzinoms nach wie vor nicht vollstandig ge-
klart ist, gibt es mittlerweile eine Vielzahl an Faktoren, die bei seiner Karzinogenese
beschrieben wurden. So verdoppelt Tabakkonsum die Wahrscheinlichkeit, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken [21]. Auch Adipositas und Diabetes mellitus férdern die
Entstehung von Tumoren des Pankreas [22]. Das fortgeschrittene Alter gilt als weiterer
Risikofaktor. Beispielsweise haben Personen im 80. Lebensjahr ein 40fach erhohtes
Risiko fur ein Pankreaskarzinom [6]. Spezielle genetische Erkrankungen, die mit einer
groBeren Wahrscheinlichkeit flr einen Pankreastumor einhergehen, sind unter anderem
das Peutz-Jeghers-Syndrom, das HNPCC-Syndrom (hereditares non-polypdses Kolon-
karzinom), die Keimbahnmutation des BRCA2-Gens (engl. breast cancer 2) und die
hereditéare Pankreatitis (PRSS1-Mutation; Gen, welches Trypsin-1 kodiert) [6, 23, 24].

Personen mit einer positiven Familienanamnese haben ein erhdhtes Risiko an einem
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Pankreaskarzinom zu erkranken [25]. In Deutschland konnte in einer multizentrischen
prospektiven Fall-Kontroll-Studie eine Pravalenz von 3,5% fur ein familiares Pankreas-
karzinom gefunden werden [26]. Ein ebenfalls sehr relevanter Risikofaktor ist die chro-

nische Pankreatitis als Ursache flr die Malignom-Entstehung im Pankreas [27, 28].

1.1.3 Tumorpathogenese

Fur die Pathogenese des duktalen Pankreasadenokarzinoms ist, &hnlich wie beim Ko-
lonkarzinom, eine Entstehung der malignen Tumoren aus Vorlauferlasionen beschrie-
ben worden. Dabei werden diese Friihformen als pankreatische intraepitheliale Neopla-
sien (PanIN) in drei Schweregrade, mit bestimmten Uberlappenden Genmutationen,
unterteilt. So kommt es bei den ersten Formen (PanIN-1A, -1B) zu Zellhyperplasien,
welche Uber Zwischenformen (PanIN-2) zum carcinoma in situ (Panin-3) fortschreiten
(siehe Abb. 1). Daneben kdnnen auch die muzints zystischen Neoplasien und die int-
raduktalen papillaren muzindésen Neoplasien (IPMN) maligne entarten [9, 29].

}— Normal |— PanIN-1A —| I— PanIN-1B —| }— PanIN-2

<4— ERBB2, —M» 4— (DKN2A
KRAS

Abbildung 1: Progressionsmodell der pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (Pa-
nIN) und ihre genetischen Mutationen, modifiziert nach Hruban et al. [30].

Auf genetischer Ebene zeigen die PanIN ersten Grades oft Mutationen des K-Ras-
Onkogens (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Diese K-Ras-Mutationen
erhdhen ihre Frequenz wahrend des Tumorprogresses und finden sich in fast 100% der
Adenokarzinome [6]. K-Ras fuhrt als Onkogen bereits bei der Mutation eines Allels zur
Transformation der Zelle und aktiviert ber den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor

(EGF-Rezeptor) einen Signalweg wachstumsfordernder Proteine [31].
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In spateren PanIN kommt es zu einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie
p53, CDKN2A (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), DPC4 (engl. deleted in pan-
creatic cancer locus 4) und BRCA2. Diese Genmutationen sind rezessiv und missen in
beiden Allelen vorliegen. AuRerdem spielt in der Tumorbiologie des duktalen Pan-
kreasadenokarzinoms die Verkirzung der Telomere durch haufige Zellteilungen eine
Rolle. Abnormitaten der Zentrosomen sind in 85% der Tumore zu finden [6].

1.14 Diagnostik und Therapie

Trotz Fortschritten in der multimodalen Therapie betragt die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate der Patienten mit einem Pankreaskarzinom nur etwa 8% [4].

Mit Hilfe der Abdomen-Sonographie, der Endo-Sonographie und der Schnittbildgebung
in Form des CTs (Computertomographie) oder des MRTs (Magnetresonanztomogra-
phie), kann die Diagnose eines Pankreaskarzinoms mit hoher Wahrscheinlichkeit ge-
stellt werden. AuRerdem kann hiermit die lokale Resektabilitéat sowie die Metastasierung
beurteilt werden [11].

Zur Therapieplanung ist die Einteilung in einen resektablen Tumor, einen lokal fortge-
schrittenen resektablen Tumor (z. B. mit vendser GefaRinfiltration), einen lokal nicht
mehr resektablen Tumor (z. B. mit Infiltration der Arteria mesenterica superior oder infe-
rior) sowie das Vorliegen von Fernmetastasen hilfreich. Eine kurative RO-Resektion
(mikroskopisch tumorfreie Schnittrander des Resektates) von lokalisierten Pankreas-
karzinomen stellt die einzige Mdglichkeit zur potentiellen Heilung dar. Da Patienten mit
kleinen Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen spater ein Lokalrezidiv oder ein metas-
tasiertes Malignom entwickeln kdnnen, liegt nach einer Operation in kurativer Absicht
das 5-Jahrestberleben bei 20%. [18].

Die operative Therapie eines Pankreaskopfkarzinoms wird sowohl mit, als auch ohne
Erhalt des Pylorus durchgefuhrt. Die partielle Pankreatikoduodenektomie nach Kausch-
Whipple erfolgt unter Entnahme des Pankreaskopfes, des distalen Magenanteils, des
Duodenums, der ersten Schlinge des Jejunums und der Gallenblase mit den distalen
Gallenwegen [11]. Die pyloruserhaltende Resektion des Pankreaskopfkarzinoms nach
Traverso ist heute, wenn mdglich, das Standardverfahren. Bezuglich beider Verfahren
haben Metaanalysen keine Unterschiede in Morbiditat, Mortalitat und Uberleben ge-

zeigt. Der Erhalt des Magens hat Vorteile in der Lebensqualitat der Patienten ergeben

15



Einleitung

[32, 33]. Patienten mit operablen Malignomen im Korpus- oder Kauda-Bereich der
Bauchspeicheldriise erhalten eine Pankreaslinksresektion, wenn notwendig mit
Splenektomie [13]. Bei positivem intraoperativen Schnellschnitt kann eine erweiterte
oder totale Pankreasresektion indiziert sein. Die perioperative Sterblichkeit ist in den
letzten Jahren kontinuierlich gesenkt worden. Komplikationen wie Arrosionsblutungen,
Pankreasfisteln oder Magenentleerungsstérungen konnen durch erfahrene Chirurgen
und adaquates perioperatives Management besser therapiert werden [11]. Postoperativ
wird eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabin Giber 6 Monate empfohlen [34, 35].
Auch in palliativen Situationen wird Gemcitabin zur Chemotherapie verwendet [36, 37].
Kompressionen der Gallenwege werden interventionell mit Stents oder durch palliative
chirurgische Verfahren versorgt. Liegt neben einer Stenose des Gallenganges auch
eine Magenentleerungsstoérung vor, kann die Anlage eines Doppelbypasses (Hepatiko-
jejunostomie und Gastrojejunostomie) fur den Patienten von Nutzen sein [11]. Eine pal-
liative Strahlentherapie wird bei symptomatischen Metastasen des Skeletts und des
Gehirns eingesetzt. Die supportive Therapie beinhaltet eine adequate Schmerztherapie,
eine erganzende enterale Ernahrung, die Substitution mit Pankreasenzymen bei Pan-
kreasinsuffizienz und Insulingaben bei pankreoprivem Diabetes mellitus. Belastende
Symptome, wie Abgeschlagenheit, Juckreiz, Diarrhd oder Obstipation, werden ebenfalls
systemisch behandelt [36].

Aufgrund der eingeschrankten Therapiemdglichkeiten, werden gegenwartig in vielen
Studien, molekulare Ziele der Tumorzellen und im Tumormikromilieu untersucht. Diese
sogenannten .targeted therapies” gehtéren mittlerweile zur Standardtherapie in der Be-
handlung des Mamma-, Bronchial- und Kolonkarzinoms. Beim metastasierten Pankre-
askarzinom zeigt die Kombinationstherapie aus Gemcitabin und Erlotinib einen Uberle-
bensvorteil, wenn es zum Auftreten einer Hautreaktion kommt. Erlotinib ist ein EGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor und wird nach den aktuellen AWMF-S3-Leitlinien fr
die palliative Chemotherapie empfohlen [38, 39]. Dagegen erbrachte eine Therapie mit
Gemcitabin und einem Farnesyl-Transferase-Inhibitor, welcher die Aktivierung des On-
kogens K-Ras hemmt, in einer klinischen Phase-IlI-Studie bei Patienten mit fortgeschrit-
tenen Pankreaskarzinomen keine Verbesserung des Uberlebens [40].

Ein anderer Forschungsgegenstand ist die Antitumor-Immunitét [41]. Da Pankreaskar-
zinomzellen weitgehend resistent gegen Chemo- und Radiotherapien sind, wird hierbei

eine alternative Behandlung mit weniger toxischen Immuntherapien untersucht [42, 43].
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Abgesehen von Erlotinib besitzen die ,targeted therapies und die Immuntherapien in
der adjuvanten Therapie des Pankreaskarzinoms auf3erhalb von Studien bisher keinen
Stellenwert [39]. Die schlechten Uberlebensraten und begrenzten Behandlungsmoglich-
keiten der Pankreaskarzinompatienten machen neue Therapieansatze, welche auch die

Tumorimmunologie bertcksichtigen, notwendig.

1.2 Tumormodell

Fur die Grundlagenforschung von Malignomen sind Experimente mit Tumormodellen
von grofRer Bedeutung. Anhand dieser kdnnen Risikofaktoren, Praventions- und Thera-
piemalinahmen untersucht werden. Die Tiermodelle des Pankreaskarzinoms sind wich-
tig fur die Untersuchung der molekularen Ablaufe bei der Tumorgenese. Aulerdem
konnen Methoden der Friherkennung und neue Chemotherapeutika erprobt werden
[44]. Das ideale Tumormodell ist unter genetischen, morphologischen und klinischen
Gesichtspunkten dem menschlichen Pankreaskarzinom identisch [45]. Zur Untersu-
chung der Tumorgenese beim Pankreaskarzinom wurden zuerst chemisch induzierte
Modelle verwendet. Nagetiere entwickeln Pankreaskarzinome, wenn sie verschiedenen
Karzinogenen (z. B. Azaserin, Benzopyrenen, Nitrosaminen) ausgesetzt sind. Die durch
Karzinogene induzierten genetischen Veranderungen und Signalwege sind dabei nicht
definiert und es besteht keine Gewebespezifitdt der Malignome. Jedoch kdnnen Nah-
rungsmittel- und Umwelteinfliisse auf die Tumorentstehung und Metastasierung analy-
siert werden [44].

AulRerdem wurden Xenograft-Modelle entwickelt. Hierbei werden immundefizienten Tie-
ren, zumeist Mausen, menschliche Tumorzelllinien oder ganze Tumorgewebe implan-
tiert. Dieses kann orthotop, d. h. in das entsprechende Ursprungsorgan, oder
ektop/heterotop, d. h. auf3erhalb des urspriinglichen Organs (meist subkutan), erfolgen.
Bei diesem Modell sind genetische und morphologische Aspekte des implantierten Tu-
mormodells denen humaner Pankreaskarzinome sehr &hnlich. Es fehlt jedoch die Kom-
ponente des Immunzellinfiltrates. Das Xenograft-Modell eignet sich gut fir Analysen
des Wachstums, der Metastasierung und der Therapie [44, 45]. Des Weiteren besteht
auch die Moglichkeit, Allograft-Modelle in einem immunkompetenten Tier zu generieren.

Hierbei werden Zelllinien oder Tumoren in einen syngenen Organismus implantiert [44].
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Mithilfe von Allograft-Modellen kénnen die Interaktionen zwischen Tumor- und Immun-
zellen untersucht werden.

Eine weitere Option sind genetisch modifizierte Mausmodelle. Dazu gehdéren z. B.
transgene Mause, Knock-out/in-Modelle und induzierbare Modelle. In transgenen Mau-
sen, die durch Einschleusen artfremder Gene entstehen, werden z. B. auch die pankre-
atischen Vorlauferlasionen nachgebildet, welche dann zu malignen Pankreaskarzino-
men fortschreiten. Molekulare Signalwege, Friiherkennungsstrategien und neue Thera-
pieansatze werden mithilfe dieser Modelle untersucht. Zuséatzlich wird durch diese Me-
thode die Identifizierung der pathogenetischen Ursprungszelle des Pankreaskarzinoms
erhofft, da bisher nicht bekannt ist, welcher Zelltyp fir die Tumorgenese verantwortlich
ist. Der Einfluss von Mutagenen kann bei diesen Modellen jedoch nicht beurteilt werden
[44].

1.2.1 Orthotopes Pankreaskarzinom im Mausmodell

Fur diese Arbeit wurde ein orthotopes syngenes Pankreaskarzinom im Mausmodell
verwendet. Es handelt sich hierbei um ein Tumormodell in einem immunkompetenten
Organismus, welches fur die Untersuchung der Interaktion zwischen Pankreaskarzi-
nomzellen und tumorassozierten Makrophagen (TAM), den Gewebsmakrophagen im
Tumorstroma, von grof3er Bedeutung ist.

Orthotope Tumormodelle werden in ihr Ursprungsgewebe implantiert. Diese Tumoren
zeigen eine andere Genexpression und Metastasierung als beispielsweise subkutan
implantierte Malignome [46]. Die klinischen Symptome, die lokale Invasion ins umge-
bende Gewebe und die Metastasierung der humanen Pankreaskarzinome werden im
orthotopen Tiermodell besser nachgebildet. AuBerdem kdnnen die Effekte des Tumor-
mikromilieus auf das Tumorwachstum und auf bestimmte Therapiemal3nhahmen unter-
sucht werden [44, 47].

Das murine Tumorzelltransplantat ist dabei syngen, es werden dem Versuchstier gene-
tisch identische Tumorzellen implantiert. Dafiir wurde in dieser Arbeit die 6606-PDA-
Zelllinie verwendet [48]. Diese zeichnet sich im Vergleich zu der ebenfalls, haufig ver-
wendeten murinen Pankreaskarzinomzelllinie Panc02, durch eine langsameres Wachs-
tum und maliger aggressive Zellen aus. Mikroskopisch haben die Pankreaskarzinome
dieser Zelllinie ein differenziertes, drisenartiges Tumorwachstum und weisen eine star-

ke Leukozyten-Infiltration auf. Das Wachstumsmuster der 6606-PDA-Tumore, ist dem,
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der humanen Pankreaskarzinome sehr ahnlich, sie wachsen invasiv und zeigen haufig
eine zentrale Nekrose. Dieses Tumormodell kann deshalb fir eine Vielzahl von Frage-
stellungen verwendet werden[49].

Das MRT wurde zur Visualisierung des Tumormodells genutzt, mit diesem Verfahren

kann der orthotope Tumor im Mausmodell zuverlassig abgebildet werden.

1.3 Tumormikromilieu

Das Tumormikromilieu setzt sich aus dem Tumorstroma und der extrazellularen Matrix
(EZM) zusammen. Das Tumorstroma besteht aus Lymph- und Blutgefal3en, Fibroblas-
ten und Entzindungszellen. Extrazellulare Makromolekile wie Kollagene, Fibronectine,
Fibrine und diverse Proteoglykane bilden die EZM. Je nach Tumorentitat kann die Zu-
sammensetzung dieser Komponenten variieren [50].

Auch im Pankreaskarzinom wird das Tumormikromilieu durch die Interaktionen von Fib-
roblasten, Endothelzellen, Immunzellen, endokrinen Zellen und Tumorzellen bestimmt
[51]. Das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Immunabwehr der malignen Zellen
ist dabei abhéngig vom Mikromilieu des Pankreastumors [52]. Zur Veranschaulichung
dient auch Abbildung 3 (siehe Seite 25). Die Zusammensetzung des Tumormikromilieus
ist ein wichtiger Faktor beim Pankreaskarzinom und hat einen signifikanten Einfluss auf
das Uberleben der Patienten [53].

131 Tumor und chronische Entziindung

Schon Virchow entdeckte 1863 Leukozyten in neoplastischen Geweben und stellte ei-
nen Zusammenhang zwischen Entzindungen und Tumorerkrankungen fest [54]. Der-
zeit gibt es eine Vielzahl an Tiermodellen, die eine Pradisposition von chronischer Ent-
ztndung fur Tumorerkrankungen aufzeigen [55]. So weil3 man mittlerweile, dass etwa
15-20% aller Tumoren mit einer chronischen Entziindung verbunden sind [56]. Ein wich-
tiges Beispiel dafur ist die chronische Pankreatitis, welche das Risiko fir das Auftreten
eines Pankreaskarzinoms erhoht [28]. Andererseits weisen auch Tumore, bei denen
man bisher nicht von einer entziindlichen Genese ausgeht, ein Infiltrat von Immunzellen
auf [56]. So werden Zellen des Immunsystems und deren Mediatoren im Mikromilieu

vieler Tumoren, welche unabhangig von vorausgegangenen Entziindungen entstehen,
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gefunden. Dabei stellen die TAM eine wichtige Zellpopulation des Infiltrates maligner
Gewebe dar [57].

1.3.2 Makrophagen

Das Immunsystem wird in ein angeborenes und ein adaptives System unterteilt. Zu den
Zellen des angeborenen Systems gehoéren die Monozyten, Makrophagen, Granulozy-
ten, Mastzellen, dendritische Zellen und nattrliche Killer-Zellen. Die B-Lymphozyten
und T-Lymphozyten sind dagegen in der Lage, eine adaptive Immunantwort zu generie-
ren [58]. Das funktionierende Immunsystem spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorab-
wehr [59].

Als Zellen des mononukleéren phagozytaren Systems (MPS) gehéren die Makrophagen
zum angeborenen Immunsystem und entstehen im Knochenmark aus myeloiden Vor-
lauferzellen.

Sie zirkulieren im Blut als undifferenzierte Monozyten [60], von dort wandern sie in die
verschiedenen Gewebe ein und differenzieren sich zu Gewebsmakrophagen [58].
Durch die Stimulation des Mikromilieus, tlben Makrophagen als heterogene Zellpopula-
tion gewebetypische Aufgaben aus. Dabei gibt es speziell bezeichnete Untergruppen
von gewebsstandigen Makrophagen, wie die Kupffer-Zellen der Leber, die Alveolarmak-
rophagen der Lunge, die Langerhans-Zellen der Haut, die Osteoklasten im Knochen
und die Mikroglia im zentralen Nervensystem (ZNS) [61]. Neuere Studien zeigen, dass
sich die residenten Makrophagen der Milz, der Haut und des ZNS aus lokalen Vorlau-
fern differenzieren kdénnen und nicht nur aus einwandernden Monozyten generiert wer-
den [62-64]. Zu den vielfaltigen Funktionen der Makrophagen gehéren die Phagozytose,
die professionelle Antigenprasentation, das Produzieren pro- oder antiinflammatorischer

Zytokine, die Wundheilung sowie die Abwehr von Infektionen und Tumorzellen [58].
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133 Phéanotypen der Makrophagen

Makrophagen verfigen tber eine gro3e Plastizitat in der Auspragung ihrer Eigenschaf-
ten. Der funktionelle Phanotyp der Makrophagen ist stark abhéngig von den Signalen
des Mikromilieus und somit der organspezifischen Lage [65]. Gebrauchlich ist die Ein-
teilung aktivierter Makrophagen in zwei verschiedene Phéanotypen analog der Nomen-
klatur zur Benennung der T-Helfer-Lymphozyten in Typ 1 (Thl) und 2 (Th2) [66, 67].
Die klassisch aktivierten Makrophagen (M1) und die alternativ aktivierten Makrophagen
(M2) reprasentieren dabei zwei Extreme in einem weiten Spektrum von Phanotypen
[68]. Die Polarisierung der Makrophagen zeigt sich in ihrer Rezeptor-Expression, ihrer
Funktion und ihrer Zytokin-Produktion. Eine weitere Differenzierungsmaoglichkeit der
M1- und M2-Phanotypen bietet der jeweils unterschiedliche Metabolismus der Amino-
saure Arginin [66].

Zytokine von Thl-Lymphozyten, wie Interferon-gamma (IFN-y) oder mikrobielle Antige-
ne wie beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS), l6sen die klassische M1-
Makrophagen-Aktivierung aus. Dabei wird die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
(INOS) vermehrt exprimiert und damit die Bildung von Citrullin und Stickstoffmonoxid
(NO) aus Arginin begtinstigt. Der Kontakt mit Signalen von Th2-Lymphozyten wie Inter-
leukin-4 (IL-4) oder Mediatoren, welche bei der Geweberekonstruktion freigesetzt wer-
den, fihren hingegen zu einer als alternativ bezeichneten Aktivierung der Makropha-
gen. Dieser M2-Phanotyp zeichnet sich durch eine starke Aktivitat des Enzyms Argina-
se aus. Durch die Induktion der Arginase kommt es zum bevorzugten Abbau von Argi-
nin zu Harnstoff und Ornithin. Diese Stoffwechselprodukte sind wichtige Prolin- und Po-
lyamin-Vorstufen, welche fur die Kollagensynthese und das Zellwachstum benétigt wer-
den (siehe Abb. 2) [69, 70].
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Tumorabwehr
M 1 Gewebezerstorung
Infektionsabwehr
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M 2 Angiogenese
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Abbildung 2: Makrophagen-Aktivierung in den M1- und den M2-Phanotyp durch Zytoki-
ne des Mikromilieus (blaue Kreise). Der Stoffwechselweg im oberen Teil der Zelle (gel-
ber Kreis) ist durch verstarkte Expression der induzierbaren Stickstoff-Synthase (iNOS)
gekennzeichnet. Im unteren Teil der Zelle entstehen durch die erhohte Arginase-
Aktivitat Vorstufen der Kollagensynthese. Die Effekte beider Stoffwechselwege sind in
den Kasten rechts der Zelle zusammengefasst.

Die M1-Makrophagen sind durch eine starke Expression proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1, IL-6 und IL-23 charakterisiert. Daneben produzieren sie reaktive Stickstoff- und
Sauerstoffspezies, welche zytotoxisch wirken. Zusatzlich férdert der M1-Phéanotyp die
Thl-Zell-Antwort. So vermitteln die M1-Makrophagen eine potente Infekt- und Tumor-
abwehr und kénnen lokal eine starke Entztindungsreaktion erzeugen [68].

Die Induktion der M2-Polarisation erfolgt durch IL-4, IL-10 und IL-13. Diese Molekile
sind fir die unterschiedlichen Funktionen des M2-Phanotyps verantwortlich. Die M2-
Makrophagen zeigen eine vermehrte Phagozytose, aber kaum Antigenprasentation [66,
71-73]. Sie exprimieren den Mannose-Rezeptor und sezernieren IL-10. Allgemein neh-
men die M2-Makrophagen an der Th2-Antwort teil. Sie unterstitzen die Parasiten-
Abwehr, ddmpfen Entziindungsreaktionen und vermitteln immunregulatorische Funktio-
nen [67]. Dartiber hinaus sind M2-Makrophagen an der Wundheilung, dem Gewebeum-
bau und der Angiogenese beteiligt. Diese Funktionen ermdglichen es auch, das Tu-
morwachstum und dessen Metastasierung zu unterstitzen [74, 75]. Der M2-Phanotyp

weist eine erniedrigte Expression des Major-Histokompatibilitatskomplexes-11 (MHC-II)
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auf und hat aufgrund geringerer Antigenprasentation und Interaktion mit Zellen des
adaptiven Immunsystems ein reduziertes Potenzial zur Infektions- und Tumorabwehr
[76]. In vivo sind M2-Makrophagen in der Plazenta, bei Adipositas und bei Tumorer-

krankungen zu finden [67].

134 Tumorassoziierte Makrophagen (TAM)

Tumorassoziierte Makrophagen sind wichtige Komponenten des Tumormikromilieus
und stellen einen grol3en Teil der, den Tumor infiltrierenden, Immunzellen dar. Sie ha-
ben komplexe Funktionen und kénnen je nach Aktivierungszustand (klassisch oder al-
ternativ) pro- oder antitumordse Effekte haben [77]. Alternativ aktivierte M2-
Makrophagen stellen in vielen Tumoren die dominante Makrophagen-Population dar
[77, 78].

Die meisten TAM leiten sich von peripheren Monozyten ab, die durch chemotaktische
Zytokine in das neoplastische Gewebe rekrutiert werden. Die wichtigsten richtungswei-
senden Zytokine humaner Tumoren sind das Monozyten-chemotaktische-Protein-1
(MCP-1/CCL-2), der Macrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor (M-CSF) und der vasku-
lare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF). MCP-1 ist ein Chemokin, welches die Angi-
ogenese reguliert und einen Fortschritt des Tumorwachstums bewirkt. Des Weiteren
vermutet man auch eine lokale IL-4 induzierte Makrophagen-Proliferation von residen-
ten Makrophagen [79].

Die Tumorzellen induzieren meist eine alternative Aktivierung der TAM zu M2-
Makrophagen, in dem sie IL-10 sezernieren und gleichzeitig die Reifung in dendritische
Zellen blockieren [66, 76, 79].

Das IL-10 aktiviert Th2-Zellen, diese wiederum verstarken durch Ausschittung des
transformierenden Wachstumsfaktors-beta (TGF-B), IL-4, IL-10 und IL-13 die alternative
Aktivierung der TAM [66]. IL-4, IL-10, IL-13 und TGF- werden auch von den Tumorzel-
len als antiinflammatorische Mediatoren in das Mikromilieu sezerniert. Diese Mediatoren
hemmen die Fahigkeit der Makrophagen Tumorgewebe zu lysieren [80]. Dadurch sind
maligne Zellen in der Lage, die Immunabwehr durch TAM zu unterdriicken und eine

Immunsuppression zu bewirken [80, 81].
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M2-Makrophagen produzieren ebenfalls grol3e Mengen von IL-10 und TGF-3 [76]. So-
mit wird das immunsuppressive Mikromilieu im Tumor auch durch die Makrophagen
selbst aufrechterhalten.

Auch beim duktalen Pankreaskarzinom repréasentieren TAM einen wichtigen Teil des
Leukozyten-Infiltrates [82]. M2-TAM unterstutzen hier unterschiedliche Aspekte der Ma-
lignom-Entstehung. Dazu gehoren die Tumorzellproliferation, die Matrix-Degradation,
die Angiogenese, die Immunsuppression und die Metastasierung (siehe Abb. 3) [83].
Die entsprechenden Mechanismen werden unter Tumorwachstum (siehe 1.4) und Tu-
morangiogenese (siehe 1.5) ausfuhrlicher erlautert. Ein Zusammenhang zwischen einer
schlechten Tumorprognose und einer starken TAM-Infiltration konnte in Studien beo-
bachtet werden [76, 79].

3. Immunsuppression

IL-10 1{
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Abbildung 3: Ubersicht der Interaktion zwischen TAM (gelbe Zellen) und Tumorzellen
(grine Zellen). Unter 1. wird der Einfluss der TAM auf die Matrix-Degradation und das
Tumorwachstum veranschaulicht. 2. illustriert die Zusammenhange der Angiogenese.
Zusatzlich spielen TAM eine Rolle bei der Immunsuppression (siehe 3.) und Metastasie-
rung (siehe 4.) von Tumorzellen in das Gefal3system; modifiziert nach Lewis et al. [80].
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Durch inflammatorische M1-TAM mit klassischer Aktivierung kénnen auch Tumorzellen
bekampft werden [76]. Eine Studie zu Patienten mit Magenkarzinomen zeigte, dass die
TAM, welche in Tumorzellnestern lagen, eine erhdhte Tumor-Antigenprasentation und
Zytotoxizitdt gegen Tumorzellen aufwiesen. Patienten mit einer hohen Anzahl von M1-
TAM in Tumorzellnestern zeigten eine groRRere erkrankungsfreie Rate nach 5 Jahren
[84]. Ebenfalls konnte in einer Studie zu nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen ein
langeres Uberleben bei Patienten mit einer hohen M1-TAM-Dichte im Tumor nachge-

wiesen werden [77].
1.4 Tumorwachstum
14.1 Matrixmetalloproteinasen (MMP)

Die MMP gehoren zu den Zink-abhéngigen Endopeptidasen, einer grofRen Gruppe aus
Uber 20 Enzymen des Menschen. Sie bestehen aus einer katalytischen Doméne, einer
autoinhibitorischen Pro-Doméne, welche das aktive zinkhaltige katalytische Zentrum
hemmt und zumeist einer Hemopexin-Domane, unter Ausnahme von MMP-7 und MMP-
26. Die MMP-2 und die MMP-9 haben zusatzlich eine Domane, welche das Fibronectin
von denaturiertem Kollagen bindet [85].

Die MMP realisieren den Abbau der EZM. Dabei kénnen sie entweder an die Zellmemb-
ran gebunden oder frei in der EZM vorliegen. Als Proteasen spielen sie bei physiologi-
schen Funktionen wéhrend der Embryonalentwicklung und Wundheilung eine wichtige
Rolle. Sie sind aber auch am Tumorwachstum, der Angiogenese und der Metastasie-
rung beteiligt [86].

Durch die Degradation der EZM erhdhen MMP das invasive und metastatische Potenti-
al von Tumorzellen, die Integritat der Basalmembran wird durch die Spaltung von bei-
spielsweise Kollagen IV zerstort [87]. Zusatzlich kbnnen diese Enzyme auch Wachs-
tumsfaktoren, deren Rezeptoren, Chemokine und Adhé&sionsmolekile aus der EZM o-
der von Zelloberflachen freisetzen, sowie die Tumorimmunitét regulieren [46, 86].

In malignen Tumoren werden die meisten MMP von nicht-entarteten Bindegewebszel-
len produziert [88]. Den Leukozyten ermdglicht die MMP-Bildung die Migration in der
EZM [85, 89]. Die Monozyten und Makrophagen leisten einen grof3en Beitrag zur Pro-
duktion von MMP im Tumorgewebe [90]. Sie exprimieren vor allem MMP-1, MMP-2,
MMP-7, MMP-9 und MMP-12 [91, 92]. Das MMP-Repertoire der Makrophagen nimmt

mit ihrem Reifungsgrad zu [93]. Die TAM kénnen somit durch die Bildung und Ausschut-
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tung von MMP die Invasion, Metastasierung, das Tumorwachstum und die Tumorangi-
ogenese unterstitzen (Abb. 3, Abb. 4) [81, 83].

Die Tumorzellen selbst besitzen einen extrazellularen MMP-Induktor (EMMPRIN), wel-
cher zu den Immunglobulinen gehért und auch auf Pankreaskarzinomzellen exprimiert
wird [90, 94]. Dieses Molekul stimuliert die Expression von MMP durch Zellen des Tu-

mormikromilieus.

15 Tumorangiogenese

Unter Tumorangiogenese versteht man die Proliferation von Blutgefa3en, die in das
Tumorgewebe einsprieBen und es mit Sauerstoff und N&hrstoffen versorgen sowie
Stoffwechselabbauprodukte abtransportieren [95].

Die MikrogefalRdichte im Pankreaskarzinom ist vergleichsweise gering und macht die-
sen Tumor abhangig von der Angiogenese [51]. Das Pankreaskarzinom ist durch eine
hypoxische Umgebung gekennzeichnet. Sauerstoffpartialdriicke von 2-5 mmHg sind in
vivo im Tumorgewebe messbar [14]. Bei soliden Malignomen ist durch alleinige Diffusi-
on eine maximale Tumorgré3e von nur 2-3 mm maoglich [96]. Hypoxische Zustande und
Nahrstoffarmut bewirken den ,angiogenic switch*, d. h. die Bildung neuer Blutgefal3e im
Tumorgewebe (siehe Abb. 4) [97].

Die GefalRbildung kann durch unterschiedliche Mechanismen realisiert werden. Bei der
Vaskulogenese differenzieren sich rekrutierte Angioblasten des Knochenmarks im Ge-
webe zu Endothelzellen. Dieser Vorgang findet wahrend der Embryonalentwicklung
statt. Jedoch ist auch Tumorgewebe in der Lage, Knochenmarkzellen fur die Gefal3bil-
dung zu nutzen. AulRerdem kommt es zur Angiogenese. Dabei handelt es sich um die
Bildung von Mikrogefalen aus bereits vorhandenen Endothelzellen. Dieser komplexe
Vorgang beinhaltet das Losen der Zell-Adhasionen der Endothelzellen, welche begin-
nen, entlang eines pro-angiogenetischen Zytokingradienten zu wachsen und sich zu
teilen. Der entstehende Gefalispross wird durch angrenzende Stromazellen stabilisiert
und durch die Ausbildung von Adhéasionen zwischen den Endothelzellen schlief3lich zu
einem Tumorgefald [97]. Die EZM wird wahrend dieses Vorganges durch MMP und an-
dere Enzyme entsprechend modelliert [98]. Ein weiterer Prozess ist die maligne Gefal3-
bildung oder Neoangiogenese. Sie wird durch Tumorstammzellen realisiert, welche En-
dothelzellen imitieren und so die Blutversorgung des malignen Gewebes bewerkstelli-

gen [97]. Die Bildung neuer Blutgefal3e erméglicht, neben der Zunahme des lokalen
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GroRRenwachstums eines Tumors, seine Metastasierung [99]. Auch TAM spielen eine
wichtige Rolle bei der Angiogenese (siehe Abb. 3). Durch die Produktion einer Reihe
von Wachstumsfaktoren, wie VEGF, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und IL-8, un-

terstitzen die TAM die Gefal3bildung in Tumorgeweben [97].

l Hypoxie ‘

VEGF "’ MMP

! Angiogenese

Abbildung 4: Darstellung der Angiogenese in hypoxischen Tumorarealen.
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151 Wachstumsfaktor VEGF

VEGEF ist ein proangiogenetisches Zytokin, das von Tumorzellen, Makrophagen und Th-
Lymphozyten gebildet werden kann und auf Monozyten tber den VEGF-Rezeptor (flt-1)
chemotaktisch wirkt [81]. Es ist ein spezifisches Mitogen fur Endothelzellen. Die VEGF-
Familie umfasst sieben Proteine (VEGF-A, -B, -C, -D, -E, -F und den Plazenta Wachs-
tumsfaktor (PIGF)). Diese haben unterschiedliche biologische Eigenschaften und wirken
Uber spezifische Tyrosinkinase-Rezeptoren (VEGFR-1, -2, -3) [100].

Tumorzellen kdnnen selbst VEGF freisetzen und somit die Proliferation der Endothelzel-
len unterstitzten [97]. Neben der Angiogenese kann VEGF auch die Bildung von lym-
phatischen MikrogefalRen im umliegendem Gewebe des Tumors stimulieren und somit

eine lymphogene Metastasierung unterstitzen [101].

1.6 Fragestellung

Die Wechselwirkung von Tumor und Immunsystem innerhalb des Tumormikromilieus
des Pankreaskarzinoms detailliert zu betrachten und daraus Ideen fir einen Therapie-
ansatz zu entwickeln, ist Hauptziel dieser Studie gewesen. Hierbei sollten speziell die
Interaktion der Makrophagen als Vertreter der unspezifischen Immunabwehr mit dem
Tumormikromilieu untersucht werden. Im Tumorgewebe vorhandene Makrophagen
werden in dieser Arbeit grundséatzlich als tumorassoziierte Makrophagen (TAM) be-
zeichnet. Wie in der Einleitung erlautert, wurde der Effekt der TAM bereits fir einige
Tumorerkrankungen beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit stellte sich die Frage, welche Effekte die TAM auf das Pan-

kreaskarzinom haben.
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Ziel dieser Studie war es:

(1) In vitro die Interaktion zwischen Tumormikromilieu und Makrophagen zu be-

trachten und dabei festzustellen ob:

(1.1)

(1.2)

(1.3)

die Pankreaskarzinomzellen ein Milieu erzeugen, in dem sich inflammato-
rische M1-Makrophagen in alternativ aktivierte M2-Makrophagen umwan-
deln kdnnen;

die alternativ aktivierten M2-Makrophagen stimulierend auf die Tumorzell-
proliferation wirken;

die inflammatorischen M1-Makrophagen einen hemmenden Effekt auf die

Tumorzellproliferation ausiben;

(2) In vivo die Interaktion zwischen Tumormikromilieu und Makrophagen zu betrach-

ten und dabei:

2.1)
(2.2)

(2.3)

(2.4)

(2.5)

die Infiltration von Makrophagen in das Pankreaskarzinom nachzuweisen;

durch Makrophagen-Reduktion den Einfluss der Makrophagen auf das
murine Pankreaskarzinom im Mausmodell zu untersuchen;

die Rolle der Makrophagen beim Tumorwachstum und der Tumorzell-
Infiltration zu analysieren,;

die Rolle der Makrophagen bei der Tumorangiogenese naher zu betrach-
ten;

die murinen Pankreaskarzinome auf die Préasenz von Interleukinen und
Chemokinen zu untersuchen, die eine alternative Aktivierung von Makro-
phagen induzieren kénnen. Dabei sollte untersucht werden, ob die Abwe-
senheit der Makrophagen einen Einfluss auf die Interleukinkonzentration
hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Tumorzelllinie und Kultivierung

Fir das Tumormodell wurde die murine Pankreasadenokarzinom-Zelllinie 6606-PDA

(zur Verfugung gestellt von Prof. Tuveson, Cambridge, U.K. [48]) verwendet. Die 6606-
PDA-Tumorzellen wurden in DMEM mit 10%igem fetalen Rinder-Serum und 100 U/100

pug/ml Penicillin/Streptomycin (DMEM+/+) bei einer Temperatur von 37 °C und einer

Umgebungsluft mit 5% Kohlenstoffdioxid in einem Zellkulturschrank kultiviert. Es wur-

den sterile Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet.

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Albumin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Aprotinin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
L-Arginin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Aurion-BSA-L6sung, 10%

Aurion (Wageningen, Niederlande)

Bradford Reagenz

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

CellTiter-Blue® Reagenz

Promega (Madison, WI, USA)

Chloroform

Apotheke der EMAU (Greifswald, Deutschland)

Citratpuffer, 10mM, pH6

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Citratpuffer, (Target Retrieval Soluti-
on)

Dako (Glostrup, Danemark)

3,3'-Diaminobenzidin (DAB)

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Dichloromethylen-Bisphosphonat-
Liposomen

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutsch-
land)

Eosin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Ethanol, 96% ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Glycerin ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Guanidin Hydrochlorid Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Hamatoxylin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Harnstoff Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
HEPES Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Isopropanol ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
Matrigel ™ BD Biosciences (San José, CA, USA)

Mangan-II-chlorid

Merck-Schuchardt (Hohenbrunn, Deutschland)

Natriumchloridlésung, 0,9% (NaCl)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
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neutral gepuffertes Formalin, 10 %

Apotheke der EMAU (Greifswald, Deutschland)

Paraffin

Apotheke der EMAU (Greifswald, Deutschland)

Peroxidase-Ldsung, 30 %

Merck (Darmstadt, Deutschland)

phosphatgepufferte Salzlésung

PAA Laboratories GmbH (Colbe, Deutschland)

Thioglycollatmedium

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Triton-X-100

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

TRIzol®-Reagenz

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Trypanblau Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Trypsin-EDTA, 0,5 % Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Xylol J. T. Baker (Deventer, Niederlande)
2.1.2 Zellkulturmedien und Puffer

DMEM Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
RPMI 1640 Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

fetales Rinder-Serum

PAN™  Biotech GmbH (Aidenbach, Deutsch-

land)
Erythrozytenlysepuffer NH4CI 1,55 M
KHCO3 100 mM
EDTA 10 mM
Lysispuffer 2x HEPES (1 M, pH 7.5) 20 mM
NacCl (5 M) 150 mM
Triton X-100 (10 %) 1%
Glycerol (50 %) 10 %

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 2mM
A. dest

Lysispuffer fur den Arginase-Assay

100 pl 0,1 % Triton X-100
10 pl Aprotinin- Stock

2.1.3

Verbrauchsmaterial und Gerate

4/0-Polyester-Faden

Catgut GmbH (Markneukirchen, Deutschland)

Deckglaschen, 24x24

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Falcon (15 ml)

Sarstedt (NUrmbrecht, Deutschland)

Falcon (50 ml)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACScan

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Fein-Waage

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Glasabsaugpipetten

VWR (Wien, Osterreich)

Hochfeld-Kleintier-MRT (ClinScan)

Bruker (Ettlingen, Deutschland)

Injektionshilfe

Hamilton Syringe (Reno, NV, USA)
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Inkubator

NUNC GmbH (Wiesbaden, Deutschland)

Kanulen (20-27 G)

Braun (Melsungen, Deutschland)

Kulturschalen (10 cm)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Lichtmikroskop, Zellkultur

Leica (Wetzlar Deutschland)

Microplate Reader, SpectraMax® 190
Absorbance, (Photometer)

Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA)

Mikroreaktionsgefaf}

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Mikroskop und Kamera, Histologie

Zeiss (Jena Deutschland)

Neubauer Zahlkammer

Braun (Melsungen, Deutschland)

Permanent Mounting Medium

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Pipettierhilfe Pipetboy

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

Pipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Polysine-Objekttrager (Thermo Scien-
tific)

Menzel-Glaser (Braunschweig, Deutschland)

Schlittenmikrotom

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Sicherheitsabsaugpumpe

HLC Laborgerate (Munchen, Deutschland)

Spektrophotometer, FLUOstar Optima

BMG LABTECH GmbH (Offenburg, Deutsch-
land)

Spritzen, 10 ml
Spritzen, 1 ml/5 mi

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Braun (Melsungen, Deutschland)

Sterilisator

Memmert (Schwabach, Deutschland)

Thermomixer

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Ultraschallhomogenisator

Bandelin (Berlin, Deutschland)

Vortex, VF2

Jahnke & Kunkel (Staufen, Deutschland)

Wasserbad

Leica HI 1210 (Wetzlar, Deutschland)

Whole-Body-Mouse Spule

Bruker (Ettlingen, Deutschland)

Zentrifuge, Eppendorf

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge, Reagenzréhrchen

Haereus (Hanau, Deutschland)

Zellbank

Thermo Electron LED GmbH (Langenselbold,
Deutschland)

Zellkulturplatten, 96-Loch,12-Loch

Becton-Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Zellkulturschalen, 6-Loch

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Zellkulturschrank

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zellschaber

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)
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214 Kits und Antikorper

CD-31 Antikdrper, polyklonal, rabbit

Abcam (Cambridge, U.K.)

CellTiter-Blue viability Assay

Promega (Mannheim, Deutschland)

F4/80 Antikdrper, monoklonal, rat

AbDSerotec (Oxford, U.K.)

FlowCytomix Pro Kit IL-4, IL-10

Bender MedSystems® (Wien, Osterreich)

FlowCytomix Pro Kit MCP-1

Bender MedSystems® (Wien, Osterreich)

MMP-9 Antikorper, polyklonal, rabbit

Abcam (Cambridge, U.K.)

MMP-9 ELISA, mouse

Quantikine® (Abington, U.K.)

MMP-12 Antikérper, monoklonal,
rabbit

Abcam (Cambridge, U.K.)

Nitrat-/Nitrit-Assay-Kit kolorimetrisch

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Peroxydase konjugierter Antikorper,
donkey

GE Healthcare (Amersham, Buckinghamshire,
U.K))

Peroxidase konjugierter Anti-Rat-
Antikdrper, goat

Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
USA)

VEGF-Antikorper, polyklonal

Abcam (Cambridge, U.K.)

VEGF ELISA, mouse

Quantikine® (Abington, U.K.)

2.15 Medikamente

Buprenorphin (Buprenovet®)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)

Ether

Apotheke der EMAU (Greifswald, Deutschland)

Isofluran (Isofluran®)

Delta Select GmbH (Dreieich, Deutschland)

Ketamin (Ketanest S®)

Pfizer (Berlin, Deutschland)

Xylazinhydrochlorid (Rompun®)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)
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2.2 Zellkulturversuche
221 Gewinnung von Peritonealmakrophagen

Die murinen Peritonealmakrophagen wurden mithilfe der Methode von Steinleitner et al.
gewonnen [102]. In dieser Arbeit wurden Mause des Stammes C57BL/6 verwendet.
Den Tieren wurde am ersten und dritten Behandlungstag 1 ml einer 4%igen Losung aus
Thioglycollat und PBS in die Peritonealh6hle mit einer 26 G Kandile injiziert. Am vierten
Tag nach Behandlungsbeginn mit Thioglycollat wurden die Mause mit einer Ethernarko-
se betaubt und dann durch zervikale Dislokation getdtet. Nun wurden 4 ml PBS mittels
20 G Kanule und 5 ml Spritze in die Peritonealhdhle injiziert, das Mausabdomen leicht
massiert und die Flussigkeit wieder aspiriert. Diese Lavage wurde einmal wiederholt.
Anschlie3end wurde die Haut des Abdomens mit Ethanol desinfiziert, in der Mittellinie
mit einem Skalpell er6ffnet und vorsichtig das Peritoneum inzidiert. Durch diese Offnung
wurde das Peritoneum erneut mit 1-3 ml PBS gespiilt und die restliche Flissigkeit unter
Sicht vorsichtig abgesaugt. Die gewonnene Zellsuspension wurde acht Minuten bei
1400 U zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und fiir zehn Minuten in 1 ml Erythro-
zyten-Lysepuffer resuspendiert. Zuletzt wurden die Zellen unter dem Mikroskop in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und in 6-Loch-Zellkulturschalen in Medium (RPMI)
mit 10%igem fetalen Rinderserum und 1%igem Penicillin/Streptomycin (RPMI+/+) aus-
plattiert. Die Peritonealmakrophagen waren innerhalb von 24 Stunden adhéarent, das
Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medium zuge-

setzt.

2.2.2 Stimulation mit Tumorzelliberstand

Bei den folgenden in-vitro-Versuchen mit Peritonealmakrophagen wurde eine Ver-
suchsgruppe mit Tumorzellkulturiiberstand stimuliert. Um einen standardisierten Zell-
Uberstand der Tumorzellen zu erhalten, wurde dieser stets unter folgenden Bedingun-
gen hergestellt: 3 x 108 6606-PDA-Zellen wurden in einer 10 cm Zellkulturschale in 10
ml DMEM+/+ ausplattiert. Der Uberstand wurde nach 72 Stunden abgenommen und fir

die Stimulation der gewonnenen Makrophagen weiterverwendet.
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2.2.3 Makrophagendifferenzierungsassays
2.2.3.1 Arginase-Assay

Die Aktivitat des Enzyms Arginase in den Makrophagen wurde nach der Mikromethode
von Corraliza et al. bestimmt [103]. Bei dieser Methode werden zunéchst die Zellen ly-
siert, L-Arginin als Substrat zugesetzt und die Menge des gebildeten Harnstoffs mithilfe
von a-Isonitrosopropiophenon fluorometrisch bestimmt.

Fur den Arginase-Assay wurden, wie unter 2.2.1 beschrieben, Peritonealmakrophagen
aus C57BL/6 Mausen gewonnen. Jeweils eine Million Makrophagen wurden in 3 ml
Medium (RPMI+/+) auf 6-Loch-Platten ausplattiert und bei einer Temperatur von 37 °C
und einer Umgebungsluft mit 5% Kohlendioxid fur 24 Stunden im Zellkulturschrank in-
kubiert. Danach wurde der gesamte Zelliberstand abgesaugt und die Makrophagen der
Stimulationsgruppe mit einer Suspension aus 1 ml frischem Zellkulturmedium und 1 ml
Uberstand von 6606-PDA-Tumorzellen (siehe 2.2.2) fir 12, 24 und 36 Stunden inku-
biert. Die Kontrollgruppe erhielt 2 ml frisches Medium. Im Anschluss wurde von allen
Schalen der Zellkulturiberstand abgenommen und bei einer Temperatur von -80 °C fur
den Griess-Assay (siehe 2.2.3.2) tiefgefroren. Die adharenten Peritonealzellen wurden
mit 10 mM EDTA-L6sung fur acht Minuten inkubiert. Dann wurden die Zellen mit einem
Zellschaber vorsichtig von der Zellkulturschale abgeldst und die Suspension in ein Zent-
rifugenréhrchen Uberfuhrt. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Danach wur-
de die Zellsuspension bei 1400 U fur acht Minuten zentrifugiert und samtlicher Uber-
stand abgesaugt. Der Lysepuffer wurde fur 30 Minuten bei Raumtemperatur zugesetzt.
Anschliel3end wurden die Proben in ein Mikroreaktionsgefald Gberfihrt. Nach Zugabe
von je 100 pl Mangan-II-Chlorid (10 mM) mit Tris-Aminomethan (50 mM, pH = 7,5) wur-
den die Proben fir zehn Minuten bei einer Temperatur von 55 °C im Thermomixer er-
hitzt. Die Argininhydrolyse erfolgte nach Zugabe von jeweils 50 ul L-Arginin (0,5 M) zu
50 ul Zelllysat fur eine Stunde bei einer Temperatur von 37 °C. Dann wurde die Reakti-
on mit 800 pl Saurelésung (H2SO4, HsPO4, H20 [1:3:7]) gestoppt und die Proben mit 50
Ml 9%igem a-lsonitrosopropiophenon (geldst in 96%igem Ethanol) fir 45 Minuten bei 95
°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen unter Lichtschutz konnte die Arginase-Aktivitat anhand
der Harnstoffkonzentration bestimmt werden. Zur Herstellung einer Kalibrierungskurve
wurde eine Harnstofflosung absteigend in Aqua dest. verdiinnt und mit diesem Stan-

dard analog verfahren. Die Harnstofffluorometrie von jeweils 200 pl Aliquot erfolgte im
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Photometer (microplate reader) bei einer Absorption von 540 nm innerhalb von 30 Mi-
nuten. Die Daten wurden mithilfe des Computer-Programms SoftMax pro v.3.1.1.
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ausgewertet. Die Umrechnung der Harn-
stoffmenge auf die Arginase-Aktivitat erfolgte in Anlehnung an Classen et al. anhand
folgender Gleichung:

Harnstoff in ug / 60 (M von Harnstoff) x 30 (Verdunnungsfaktor) / 60 Minuten (Inkubati-
onszeit mit dem L-Arginin) = Units der Arginase pro 108 Zellen [104].

2.2.3.2 Griess-Assay

Das Stickstoffmonoxid, welches unter anderem von Makrophagen gebildet wird, ist in-
stabil und wird in organischen Flussigkeiten zu Nitrit und Nitrat umgesetzt. Die Bestim-
mung von Nitrit und Nitrat, z. B. in Zellkulturiiberstanden, wurde mithilfe des Griess-
Assays nach der Methode von Green et al. durchgefuhrt [105]. Diese Methode basiert
zunachst auf der Bildung eines Diazonium-Salzes aus Nitrit und Sulfanilamid (1% Sul-
fanilamid in 5%iger Phosphorséaure, Griess Reagenz A). In einem zweiten Schritt wird
N-(1-Naphtyl)ethylendiamin (0,1% N-(1-Naphtyl)ethylendiamin in 5%iger Phosphorsau-
re, Griess Reagenz B) zugegeben und ein roter Azofarbstoff erzeugt. Dieser Farbstoff
kann nachfolgend fluorometrisch bestimmt und der Nitrit-Gehalt ermittelt werden.

Die Nitrit-Messung in den Makrophagenkulturiberstanden, gewonnen wie unter 2.2.3.1
beschrieben, wurde mit einem Nitrat-/Nitrit-Assay-Kit von Sigma-Aldrich durchgefihrt.
Nach Anlegen einer Standardreihe, wurden je 80 ul Standard bzw. Makrophagenkultu-
ruberstand in eine 96-Loch-Platte uUberfuhrt und 20 pl Pufferlésung zugesetzt. Dann
wurden zu jeder Probe je 10 pl Nitrat-Reduktase und 10 pul Enzym-Kofaktoren gegeben.
In der Inkubationszeit von zwei Stunden war enthaltenes Nitrat zu Nitrit umgesetzt wor-
den. Nun erfolgten die Zugabe von Sulfanilamid und eine Inkubation von 5 Minuten.
Anschlie3end wurde N-(1-Naphtyl)ethylendiamin hinzugefiigt und der Nitrit-Gehalt nach
funf Minuten Inkubation fluorometrisch im Photometer bei einer Absorbtion von 540 nm
ermittelt. Der Nitratgehalt des RPMI 1640 wurde durch Leermessung analog zu den

Proben bestimmt und von diesen schlief3lich abgezogen.
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2.2.4 Zell-Vitalitatsassay

Mit dem CellTiter-Blue®-Vitalitatsassay kann tber die Stoffwechselaktivitat von leben-
den Zellen deren Anzahl fluorometrisch ermittelt werden. Das verwendete CellTiter-
Blue®-Reagenz enthélt den blauen Redoxfarbstoff Resazurin, welcher durch metabo-
lisch aktive Zellen in den fluoreszierenden Farbstoff Resorufin umgesetzt wird. Tote Zel-
len haben hingegen nicht mehr die Fahigkeit, den Farbstoff umzusetzen und erzeugen
somit keine Fluoreszenz.

Fur diesen Assay wurden in einer 96-Loch-Platte je 500 Tumorzellen (6606-PDA) pro
Loch in 200 pl DMEM+/+ fur 24 Stunden unter Zellkulturstandardbedingungen inkubiert.
Daneben wurden jeweils 1 Million Peritonealmakrophagen in 3 ml DMEM+/+ in einer 6-
Loch-Platte gegeben. Eine zweite 6-Loch-Platte mit je einer Million Makrophagen erhielt
eine Suspension aus 2 ml DMEM+/+ und 1 ml 6606-PDA-Tumorzellkulturiiberstand
(siehe 2.2.2). Diese Peritonealmakrophagen wurden dann ebenfalls fir 24 Stunden in-
kubiert. Anschliel3end wurden die 6606-PDA-Zellen in der 96-Loch-Platte in drei Grup-
pen (n=8) unterteilt. Die Kontroll-Gruppe erhielt frisches Medium (DMEM+/+), eine zwei-
te das Medium der 24 Stunden zuvor mit Tumorzellkulturiberstand behandelten Makro-
phagen und die letzte Gruppe den Uberstand der Peritonealmakrophagen in DMEM+/+
nach 24 Stunden Inkubation. Daneben wurde Zellkulturmedium (DMEM+/+) als Negativ-
Kontrolle (N=8) verwendet. Nach 24 Stunden erneuter Inkubationszeit wurde das Medi-
um der drei Gruppen und der Negativ-Kontrollen abgesaugt. Auf jedes Loch wurden
100 pl DMEM+/+ und 20 pul Celltiter-Blue®-Reagenz gegeben (siehe Abb. 5). Die Mes-
sung des Fluoreszenzsignals erfolgte nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden im
Spektrophotometer (FLUOstar Optima) mit einer Anregung von 544 nm und einer Emis-
sion von 590 nm. Das Fluoreszenzsignal entsprach der Menge an gebildetem Resorufin

und war direkt proportional zu der Anzahl an vitalen 6606-PDA-Zellen.
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Abbildung 5: Schema zum Versuchsaufbau des Vitalitatsassays.

38




Material und Methoden

2.3 Tierexperiment
231 Tiermodell

Als Versuchstiere wurden mannliche Mause des Stammes C57BL/6 6N mit einem
Durchschnittsalter von acht Wochen und einem durchschnittlichen Gewicht von 20 g
eingesetzt (Charles River GmbH, Bad Sulzfeld, Deutschland). Die Mausehaltung fand
unter keimarmen Verhaltnissen in Makrolon-Kafigen Typ Il mit Gitterrostabdeckung in
einem klimatisierten Raum bei 23 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 bis 70%
statt. Die Tiere wurden zufallig in Gruppen von vier bis sieben Tieren auf die Kéfige ver-
teilt. Der Einstreu bestand aus entstaubter Weichholzfaser (LIGNOCEL®, JRS, Rosen-
berg, Deutschland) und wurde zweimal wéchentlich gewechselt. Trinkwasser aus Fla-
schentranken und Futter (ssniV M-Z, ssniV Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland)
standen den Tieren ad libitum zur Verfugung. In dem fensterlosen Raum wurde der
Tag-Nacht-Rhythmus Uber ein automatisches Beleuchtungsprogramm geregelt. Jeweils
12 Stunden Licht (Lichtintensitat 60-100 Lux) und Dunkelheit wechselten sich ab, eine
Dammerungsphase fehlte. Die Tiere bekamen nach der Lieferung eine EingewOh-
nungszeit von 14 Tagen, innerhalb derer sie minimalen Stressbedingungen ausgesetzt
waren.

Diese Studie wurde nach den Richtlinien des Tierschutzes der Regierung von Mecklen-
burg-Vorpommern durchgefuhrt und von der Ethik-Kommission fur Tierversuche ge-
nehmigt (LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-029/12). In diesem Zusammenhang wurde ver-
sucht die Anzahl, der fur dieses Experiment benétigten Tiere so klein wie mdglich zu

halten.

2.3.2 Anasthesie

Die Tiere bekamen ein Gemisch aus Ketanest S® und Rompun® (Ketamin 7 mg/kg und
Xylazinhydrochlorid 13 mg/kg) intraperitoneal als Kurznarkose vor der Tumorzellimplan-
tation gespritzt. Nach zehn Minuten waren die Tiere vollstandig narkotisiert und konnten

operiert werden.
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2.3.3 Orthotope Injektionstechnik

Das syngene orthotope Tumormodell wurde durch die Injektion von 6606-PDA-
Tumorzellen in das Pankreas etabliert. Dafiir wurden 6606-PDA-Zellen aus annéhernd
konfluierenden Kulturen geerntet. Diese wurden zweimal in PBS gewaschen und in se-
rumfreiem DMEM resuspendiert. Die Zellvitalitéat wurde mittels Trypan-Blau getestet und
ergab jeweils mindestens 95% lebende Zellen. Bei allen Versuchstieren wurde eine et-
wa 1,5 cm lange, quere, rechts betonte Oberbauchlaparotomie durchgefuhrt. Der Pan-
kreaskopf wurde frei prapariert und 2,5 x 10° vitale 6606-PDA-Tumorzellen langsam in
das Pankreas injiziert. Dazu waren die Zellen in 20 pL eines 1:1-Gemisches aus ge-
kihlter PBS und Basalmembran-Matrix (Matrigel™) geldst. Zur Injektion wurde eine
vorgekihlte 27 G Nadel und eine ebenso gekuhlte Injektionshilfe (Hamilton Syringe)
verwendet. Um zusétzlich ein Auslaufen der Suspension zu verhindern, wurde ein Wat-
tetupfer fir 30 Sekunden Uber die Injektionsstelle gehalten. Das Pankreas wurde in die
Bauchhohle zurlck verbracht und das Peritoneum sowie die Haut, wurden jeweils in
einer einfachen Naht mit einem 4/0-Polyester-Faden geschlossen. Aul3erdem wurde
den Tieren ein Analgetikum (0,1 mg/kg Buprenorphin s.c.) verabreicht. Alle Tiere tole-

rierten den Eingriff gut.

2.34 Makrophagen-Reduktion

Die verwendeten Clodronat-Liposomen werden von im Blut zirkulierenden Monozyten
und Makrophagen aufgenommen. Der Liposomen-Aufbau entspricht einer Phospholi-
pid-Doppelschicht, welche das hydrophile Bisphosphonat Clodronat umgibt. Die Mo-
nozyten und Makrophagen nehmen die Clodronat-Liposomen durch Phagozytose auf.
Bei der anschlieRenden Lyse der Phospholipid-Doppelmembran wird das zytotoxische
Clodronat freigesetzt. Dieses kann aufgrund seiner Hydrophilie nicht aus der Zelle dif-
fundieren, akkumuliert im Zytoplasma und fihrt schlief3lich zur Apoptose der Makropha-
ge. Freies Clodronat, welches bei Defekten der Liposomen entsteht, hat eine sehr kurze
Halbwertszeit im Blut, da es schnell renal eliminiert wird. So werden phagozytierende
Zellen selektiv reduziert [106].

Die Clodronat-Liposomen flur diesen Tierversuch wurden im Labor von Dr. van Rooijen
entwickelt und von der Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland) zur Verfu-

gung gestellt [106]. Insgesamt wurden die Clodronat-Liposomen viermal intraperitoneal
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injiziert: am ersten, funften, zehnten und funfzehnten Tag nach der Tumorinduktion.

Hierbei wurde eine Dosierung von 5 pg pro Gramm Korpergewicht verwendet.

2.35 Ablauf des Tierversuchs

Die Tiere der Kontroll-Gruppe erhielten Injektionen von Liposomen, welche mit PBS
gefullt waren. Am 21. postoperativen Tag erfolgten die Aufnahmen im Kleintier-MRT
und nachfolgend die Exploration der Tumoren nach dreiwtchiger Versuchslaufzeit (sie-

he Abb. 6). Zu diesem Zeitpunkt flossen je funf Tiere pro Gruppe in die Auswertung ein.

Tag0 1 5 10 15 21Tag

[l |
I I

e
N

Tumor '1 4 4 MRT und Exploration

Abbildung 6: Postoperativer Zeitstrahl des Tierversuchs, Legende: Tumor = Operation
mit Tumorzell-Suspension-Injektionen zum Zeitpunkt 0, Spritze = Clodronat- bzw. PBS-
Liposomen-Injektionen i. p. an den insgesamt vier postoperativen Tagen, MRT und Ex-
ploration am 21. postoperativen Tag.

2.3.6 Darstellung des Tumorwachstums

Bei der Magnetresonanztomographie (MRT) werden durch Anlegen eines statischen
Magnetfeldes und magnetischer Wechselfelder im Radiofrequenzbereich bestimmte
Atomkerne, grof3tenteils Wasserstoffkerne des Korpers, resonant angeregt und auf-
grund des variierenden Wasserstoffatomgehalts verschiedener Gewebearten ein Bild-
kontrast erzeugt.

Fur alle MRT-Untersuchungen wurden die Versuchstiere mit Isofluran® (1-1,5%, 1
I/min) narkotisiert. Die Narkosetiefe wurde durch die Messung der Atemfrequenz der
Tiere gesteuert. Die MRT-Sequenzen wurden atemabhangig durchgefihrt, um eine gu-
te Qualitat der Aufnahmen zu erzielen. Mittels Variation des Narkosegasflusses wurde
eine Frequenz von 40 Atemziugen/Minute angestrebt. Um Artefakte durch die Darmpe-
ristaltik zu vermeiden, bekamen die Tiere vier Stunden vor der Untersuchung kein Fut-
ter. Die Mause wurden in einem Hochfeld-Kleintier-MRT (7.0 Tesla, 290 mTesla/m Gra-
dientenfeldstarke) mittels einer T2-TSE (Turbo Spin Echo)-Sequenz in einer Ganzkor-
per-Mausspule in Bauchlage untersucht (siehe Abb. 7). Zur Tumorbeurteilung wurden

die hochauflésenden T2 gewichteten Bilder sowohl in koronarer als auch transversaler
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Ebene ausgewertet (koronar: TR (Repititionszeit): ca. 1200 ms; TE (Echozeit): 41.0 ms;
FA (schnelle Akquisition): 180°; FoV (Gesichtsfeld): 42 mm x 42 mm; Matrix: 240 x 320;
24 Schichten, SD (Schichtdicke): 0,7 mm, Akquisitionszeit: ca. 15 min; transversal: TR:
ca. 1250 ms; TE: 41.0 ms; FA: 180°; FoV: 40 mm x 40 mm; Matrix: 240 x 320; 24
Schichten, SD: 0,7 mm, Akquisitionszeit: ca. 10 min).

Abbildung 7: Hochfeld-Kleintier-MRT mit Ganzkérper-Maus-Spule.

Die Auswertung der MRT-Aufnahmen erfolgte mithilfe des Programmes MIPAV (medi-
cal imaging processing and visualisation), einer DICOM (digital imaging and communi-
cations in medicine)-Bearbeitungssoftware des Nationalen Gesundheitsinstitutes (Be-
thesda, Maryland, USA). Die Tumoren wurden dazu in allen Schichten durch eine ROI
(region of interest) markiert und danach das Volumen der Tumore mittels Berechnun-

gen durch die Software bestimmit.
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2.4 Pathologisch-anatomische Aufarbeitung
24.1 Praparation und Fixierung der Gewebeproben

Am Versuchsende im Anschluss an das MRT an Tag 21 wurde den anasthesierten
Mausen mit Kapillarréhrchen retrobulbar aus dem Plexus ophthalmicus Blut entnom-
men. Das Serum wurde nach der Zentrifugation des Blutes in ein Eppendorf-
Mikroreaktionsgefald verbracht und in einem Tiefkiihischrank bei -80 °C eingefroren. Im
Anschluss wurden die Tiere nach Gabe der Anasthetika (siehe 2.3.2) durch zervikale
Dislokation getttet. Der Pankreastumor und die Leber wurden nach medianer Laparo-
tomie von ventral enthommen. Von allen Pankreaskarzinomen der Versuchstiere wur-
den Gewebeproben fir die Proteinanalyse bei einer Temperatur von -80 °C tiefgefroren.
Die fur die histologische bzw. die immunhistologische Aufarbeitung bestimmten Proben,

wurden in 10%igem neutral gepufferten Formalin fixiert.

2.4.2 Histologie

Die Organproben wurden bei einer Temperatur von 60 °C in Paraffin eingebettet und
mit einem Schlittenmikrotom (3 um Schichtdicke) geschnitten. Danach wurden die Ge-
webeschnitte in einem Wasserbad (Aqua bidest, 37 °C) gestreckt und auf Objekttrager
gezogen. Um ein sicheres Anhaften der Praparate zu gewdahrleisten, wurden diese 24
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Fur die folgenden Farbungen wurden alle
Schnitte im Xylolbad fur 20 Minuten entparaffiniert. AnschlielRend wurde das Gewebe in
einer absteigenden Ethanol-Reihe (100% Ethanol — 1 Minute, 95% Ethanol — 1 Minute,
70% Ethanol — 1 Minute, PBS — 5 Minuten) rehydratisiert. Nach Farbung mit Hamatoxy-
lin-Eosin (siehe 2.4.3) oder der Immunhistologie (siehe 2.4.4) folgte die Fixierung mittels
aufsteigender Ethanol-Reihe (95% Ethanol — 30 Sekunden, Ethanol 100% — 30 Sekun-
den) und Xylolbad (2-3 Minuten). Abschliel3end wurden alle Gewebeschnitte mit per-

manentem Klebemedium (Permanent Mounting Medium) und Deckglaschen versehen.
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2.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Eine Organubersicht und Morphologie der Pankreaskarzinome wurde nach der Durch-
fuhrung einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Féarbung) erhalten. Das blaue Hama-
toxylin farbt basophile Strukturen wie z.B. nukledre DNA und das rote Eosin azidophile
Zellbestandteile wie z.B. Proteine im Zytoplasma. Dadurch kann z. B. eine Differenzie-
rung von Gewebe oder entzindlichem Infiltrat vorgenommen werden.

Die Gewebeschnitte der Tumoren und Lebern wurden zunachst entparaffiniert, dann in
Hamatoxylin fur 40 Sekunden, bzw. 20 Sekunden fir Lebergewebe, verbracht, mit
Wasser 2-3 Minuten gespult und mit Eosin fir 40 Sekunden (20 Sekunden fir Leber-
gewebe) gegengefarbt. Danach wurde, wie unter 2.4.2 beschrieben, verfahren. Die ge-
farbten Praparate wurden unter dem Lichtmikroskop untersucht und mithilfe einer ange-
schlossenen Kamera digitalisiert. Dafur wurde das Computer-Programm Axio Vision

(Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.

24.4 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistologie dient dem spezifischen Nachweis von bestimmten Strukturen in
den Gewebeschnitten mithilfe von Antigen-Antikdrper-Bindungen. Dazu wird ein prima-
rer Antikérper auf das zu untersuchende Gewebe gebracht, der wahrend der Inkubati-
onszeit sein Epitop am Antigen bindet. Dann erfolgt die Zugabe eines sekundaren Anti-
korpers einer anderen Spezies, welcher den Fc-Teil des primaren Antikorpers bindet
und mit einem Enzym gekoppelt ist. Durch Aufbringen des Substrates wird die spezifi-
sche Struktur sichtbar.

Der Ablauf der immunhistochemischen Farbungen verlief, mit Ausnahme der Farbung
des Makrophagen-Oberflachenantigens F4/80, fiir alle in dieser Arbeit betrachteten Pro-
teine analog. Nach der unter 2.4.2 beschriebenen Vorbereitung der Schnitte wurde eine
Antigendemaskierung, d.h. eine Wiederherstellung der urspringlichen Konformation
des Epitops, vorgenommen. Hierzu wurden die Gewebeschnitte in einem Dampfdruck-
topf in einem 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) gekocht, danach mit 3%iger Peroxidase-
Losung behandelt und mit 10%iger Aurion-BSA-LOsung geblockt. Nach dieser Vorbe-
handlung erfolgten die einzelnen immunhistochemischen Farbungen mittels unten ge-
nannter spezifischer primarer und sekundarer Antikdrper (siehe auch 2.1.4). Alle Anti-

korper wurden in 10%iger Aurion-BSA-LAsung verdinnt.
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Fur die Negativ-Kontrollen wurden, bis auf den jeweiligen primaren Antikorper, alle Re-
agenzien verwendet. Als Positiv-Kontrollen wurden fur die Farbung der Matrixme-
talloproteinasen und des Mediators VEGF Gewebe eines Mammakarzinoms eingesetzt.
Bei der Makrophagen- und der CD-31-Farbung wurden Lebergewebe als Positiv-
Kontrolle genutzt.

Die einzelnen Waschschritte zwischen dem Aufbringen der verschiedenen Lésungen
wurden mit PBS durchgefiihrt. AbschlieBend wurde das Peroxidase-Substrat 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) aufgebracht und mit Hamatoxylin gegengefarbt. Dann erfolgten
die unter 2.4.2 beschriebene Fixierung der Farbung und das Aufbringen von Deckglas-
chen.

24.4.1 F4/80-Farbung

F4/80 ist ein muriner Makrophagen-spezifischer Oberflachenrezeptor, der von dem Gen
Emrl (EGF-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like sequence 1) ko-
diert wird [74].

Fur den Nachweis von Makrophagen im Pankreas- und Lebergewebe wurde ein mono-
klonales Ratten-Antikorper IgG, das gegen murines F4/80 gerichtet war, verwendet und
1:50 in 10%iger Aurion-BSA-Losung verdunnt. Dieser primare Antikorper wirkte tber
Nacht ein. Der sekundare Antikdrper war ein Peroxidase-konjugiertes Ziegen-Antikorper
IgG, das Ratten-Immunglobulin G bindet. Dieser wurde 1:200 in 10%iger Aurion-BSA-
Losung verdunnt und fur eine Stunde auf die Gewebeschnitte aufgebracht. Die vorbe-
reitende Antigendemaskierung erfolgte fur diese Farbung durch Kochen in 10%igem
modifizierten Citratpuffer bei einem pH von 6 (Dako) in einem Dampfdrucktopf fur 45

Minuten, danach verlief die Farbung wie unter 2.4.4 beschrieben.

2.4.4.2 Matrixmetalloproteinasen

Fur die immunhistologischen Farbungen der MMP-12 wurde ein monoklonales Hasen-
Antikorper IgG, das gegen den C-Terminus von MMP-12 gerichtet war, verwendet. Die-
ses wurde 1:250 in 10%iger Aurion-BSA-L6sung verdinnt und fir 80 Minuten aufge-
bracht.

Die MMP-9-Farbungen wurden ebenfalls mit einem Hasen-Antikérper 1gG durchgefthrt.

Dieses war polyklonal und gegen das gesamte MMP-9-Molekil immunogen. Die Ver-
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dinnung betrug 1:100 in 10%iger Aurion-BSA-L6sung und die Inkubationszeit eine
Stunde.

2.4.4.3 Endothel-Oberflachenantigen CD-31

Die immunhistochemische Farbung des Oberflachenantigens CD-31 wurde durch die
Verwendung eines polyklonalen Hasen-Antikorper IgG erhalten, 1:100 in 10%iger Auri-

on-BSA-L6sung verdinnt und fir 60 Minuten aufgebracht.

2444 VEGF

Der Mediator VEGF wurde mithilfe eines polyklonalen Hasen-Antikoérper 1gG, das gegen
VEGF gerichtet war, angefarbt. Dieses wurde 1:100 in 10%iger Aurion-BSA-LAsung

verdunnt und fur 45 Minuten aufgebracht.

2445  Sekundare Antikorper

Der sekundare Antikdrper bei den Farbungen der Matrixmetalloproteinasen, von VEGF
und des CD-31 war ein Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Esel-Antikdrper 1gG (GE
Healthcare). Dieses konnte spezifisch Hasen-Immunglobulin G binden, wurde 1:200-
250 in 10%iger Aurion-BSA-LAsung verdinnt und eine bis zwei Stunden aufgebracht.

2.4.4.6 Auswertung der Immunhistologie

Die immunhistologischen Farbungen wurden, wie die H&E-Farbungen, unter dem
Lichtmikroskop betrachtet und Uber eine angeschlossene Kamera in einer 100-
200fachen VergroRerung fotografiert. Daflir wurde erneut das Computer-Programm
Axio Vision angewendet. Es wurde beim Abfotografieren die gesamte Tumorschnittfla-
che des jeweiligen Praparates erfasst. Aufgrund variierender Tumorgrof3en ergaben
sich unterschiedliche Anzahlen von Aufnahmen der verschiedenen immunhistologi-

schen Farbungen (siehe Tab. 1).
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Struktur | Aufnahmen Aufnahmen Vergrol3erung
Kontroll-Gruppe Clodronat-Gruppe

CD-31 28 19 200fach

F4/80 25 24 200fach

MMP-9 30 28 200fach

MMP-12 | 19 19 200fach

VEGF 14 11 100fach

Tabelle 1: Immunhistochemische Farbungen mit der Anzahl der Aufnahmen in der Kon-
troll- und der Clodronat-Gruppe sowie der Angabe ihrer VergroR3erungen. Diese Auf-
nahmen flossen in die Auswertung ein.

Die so digitalisierten Aufnahmen der Praparate wurden nun weiter ausgewertet. Anato-
mische Strukturen, wie GefaRe (CD-31-Farbung) und Makrophagen (F4/80-Farbung),
wurden pro Gesichtsfeld ausgezahlt. Dann wurde die Anzahl aller gezéhlten Gefal3e
bzw. Makrophagen durch die Anzahl der erstellten Gesichtsfelder pro Tumorschnitt ge-
teilt. So konnte fur jeden Gewebeschnitt der Pankreaskarzinome eine durchschnittliche
Gefal3- und Makrophagenzahl pro Gesichtsfeld ermittelt werden. Die Auszéahlung erfolg-
te jeweils durch zwei unabhangige Untersucher.

Neben den Tumorpréparaten wurden auch die Lebergewebeschnitte der Tiere mit dem
F4/80-Antikérper immunhistochemisch geférbt. Die Auswertung dieser Makrophagen-
farbung erfolgte hier mithilfe der freien Software Image J (image processing and analy-
sis in Java, http://imagej.nih.gov/ij/download/), da die Makrophagen der Lebersinus mik-
roskopisch aufgrund ihrer groRen Anzahl in der Kontroll-Gruppe schwer voneinander
abgrenzbar und zu quantifizieren waren. Von beiden Versuchsgruppen (jeweils n=5)
wurden je drei Praparate der Lebern in 100facher VergréRerung mit Image J ausgewer-
tet. Die Farbungen der Matrixmetalloproteinasen und des Mediators VEGF wurden
ebenfalls unter Verwendung der Software Image J ausgewertet. Die Intensitat des
braun angefarbten DAB im jeweiligen Gewebeschnitt konnte durch dieses PC-

Programm prozentual errechnet werden.
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2.5 Durchflusszytometrie
251 Proteingewinnung aus dem Tumorgewebe

Die Proteingewinnung erfolgte in Anlehnung an die Methode von Chomczynski und
Sacchi [107]. Dabei wird den Gewebeproben TRIzol®-Reagenz zugesetzt. Dieses ent-
halt Guanidiniumthiocyanat, welches Zellen lysiert und ihre Enzyme inaktiviert sowie
Phenol, in dem sich die DNA und die Proteine losen.

Fur die Proteingewinnung aus den tiefgefrorenen Proben der Pankreaskarzinome die-
ses Versuches wurde zunéchst die Homogenisierung der Gewebe (50-100 mg) mithilfe
von jeweils einem Milliliter TRIzol®-Reagenz im Ultraschallzerkleinerer durchgefuhrt.
Die Separierung des Proteins erfolgte durch Zugabe von 200 ul Chloroform und Zentri-
fugieren. Die entstandene Phenol-Chloroform-Phase enthielt die Proteine, welche nun
von der DNA-haltigen Interphase durch Zugabe von 0,3 ml 96% Ethanol und Zentrifu-
gieren getrennt wurde. Dann wurden 1,5 ml Isopropanol zugesetzt, erneut zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dem Protein wurde dreimal 2 ml Waschlésung (0,3 M
Guanidinhydrochlorid in 96% Ethanol) zugegeben, nach der Inkubation und dem Zentri-
fugieren wurde der Uberstand abgenommen. Dann wurde das Pellet in 2 ml Ethanol
96% resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Ethanol entfernt. Abschliel3end wurde
das Pellet mit 200 pl 2D-Lysepuffer versetzt und im Thermomixer auf 40 °C fir etwa 1
Stunde erwarmt. Die Losung wurde zentrifugiert und der Protein-Uberstand in ein

Mikroreaktionsgefafd tberfihrt.

2.5.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der Bradford-Protein-Assay verwendet. Diese Methode
nach Bradford basiert auf der Komplexbildung von kationischen, unpolaren Proteinsei-
tenketten mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) in
saurer Losung [108]. Durch die Komplexbildung wird der blaue Farbstoff stabilisiert und
das Absorptionsmaximum verschiebt sich von 470 nm Wellenlange bei der ungebunde-
nen, roten Form des Farbstoffs auf 595 nm im Photometer. Die Absorption ist ein Malf3

fur die Proteinkonzentration der Losung.
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Zunachst wurden 5 pl der gewonnenen Proteine mit destilliertem Wasser 1:10 verdinnt,
ein Proteinstandard (7-stufig, 1:2 verdunnt, PBS als Leerkontrolle) aus 500 pg/ml bovi-
nem Serum-Albumin vorbereitet, 5 pl der Proben in eine 96-Loch-Platte als Dreifach-
Anséatze gegeben und 250 pl Bradford-Reagenz (1:5 mit Aqua dest. verdinnt) hinzuge-
fugt. Nach einer Inkubation von 5 bis 45 Minuten wurde die Absorption bei einer Wellen-
lange von 595 nm im Photometer gemessen. Unter Verwendung des Programms Soft-
Max pro v.3.1.1. wurde mithilfe der Albumin-Standardkurve die Proteinkonzentration der
Tumoren bestimmt. Aus der Dreifachbestimmung fir jede Probe wurde das arithmeti-
sche Mittel gebildet. Die gewonnenen Proteine wurden fir Messungen mit einem Durch-

flusszytometrie-Kit verwendet.

253 Durchflusszytometrie zur Detektion der Zytokine MCP-1, IL-4 und IL-10

Die Konzentrationen der Zytokine MCP-1, IL-4 und IL-10 wurden in den Seren (siehe
2.4.1) und den gewonnenen Tumorproteinen (siehe 2.5.1) der Versuchstiere mit einem
Flowcytomix-Kit (Bender MedSystems®) gemessen. Das Prinzip des Flowcytomix-Kits
basiert auf einem ,Sandwich Immunoassay®, d. h. zwei Antikérper binden ein Antigen
an unterschiedlichen Epitopen. Mithilfe eines FACS-Gerates (flourescence activated cell
sorting) kdnnen zwei Populationen unterschiedlich grofl3er ,Beads”, welche durch variie-
renden Fluoreszenzfarbstoff-Gehalt in neun bzw. elf Subgruppen unterteilt und mit Anti-
korpern gekoppelt werden, ihre Epitope, der zu identifizierenden Zytokine in der Probe,
erfassen. Die entstandenen Komplexe werden von einem zweiten Biotin-markierten An-
tikdrper gebunden, welcher durch Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) quantifiziert wird.

In diesem Versuch erfolgte zunachst die Vorbereitung der Standard-Verdinnungsreihe
(7-stufig, 1:3 verdunnt) und die Mischung der ,Beads”, der Biotin-Konjugate und des
SA-PEs. Danach wurden 20 pl Standard bzw. Probe (unverdiinnt eingesetzt) in jeweils
ein FACS-Rohrchen gegeben, 20 pl der hergestellten ,,Bead“-Mischung und 40 pl der
Biotin-Konjugat-Mischung hinzugefiigt. Es folgte eine Inkubation im Dunkeln bei Raum-
temperatur fur zwei Stunden. Daran schlossen sich zwei Waschschritte (jeweils mit 1 ml
1x-Assay-Puffer, Zentrifugation fir 5 Minuten bei 200 g) an. Nun wurden 40 ul der SA-
PE-Mischung in die Reaktionsgefal3e gegeben, alles gemischt und fir 1 Stunde lichtge-
schutzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei erneuten Waschschritten (s.0.) wur-

den die Proben in 200 ml 1x-Assay-Puffer resuspendiert und im FACS gemessen. Die
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Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software Flowcytomix Pro 2.1. (eBioscience,
San Diego, CA, USA).

2.6 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Dieses Nachweisverfahren basiert ebenfalls auf einer spezifischen Antigen-
Antikorperbindung. In der vorliegenden Arbeit wurden Sandwich-ELISA-Kits fur die
Quantifizierung von MMP-9 und VEGF in den enthommen Seren der Versuchstiere
(siehe 2.5.1) verwendet. Bei einem Sandwich-ELISA wird das Antigen von zwei Anti-
korpern an unterschiedlichen Epitopen gebunden, wobei ein Primarantikorper an einer
festen Phase auf der gelieferten Mikrotiterplatte aufgebracht ist.

Die Seren wurden 50fach vorverdinnt und ein Standard (6-stufig, 1:2 verdinnt) ange-
fertigt. Nach Zugabe von je 50 ul Probe in Doppelanséatzen auf die Mikrotiterplatte er-
folgte eine zweistlindige Inkubation bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz mit dem
Primarantikorper. AnschlieRend wurden vier Waschschritte (400 pl Waschpuffer/Loch)
durchgefiihrt und je 100 ul enzymgebundener Zweitantikorper (Detektionsantikorper,
zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur und Lichtschutz), welcher ein anderes
Epitop am Antigen erfasste, in die Locher gegeben. Dann wurde das Waschen wieder-
holt und die Farbreaktion durch je 100 pl chromogenhaltiger Substratiésung pro Loch
gestartet. Nach 30 Minuten wurde die enzymatische Reaktion mit je 100 ul Stopp-
Lésung beendet und die Auswertung mithilfe des ELISA-Readers bei einer Wellenléange
von 450 nm unter Verwendung des Programms SoftMax pro v.3.1.1. vorgenommen. Die
Antigenkonzentration war proportional zu der Farbreaktion und der Enzymaktivitat.

2.7 Statistische Berechnung und Dokumentation

Grundsatzlich wurde in dieser Arbeit bei den Berechnungen von einer Normalverteilung
im biologischen System ausgegangen. Statistische Berechnungen wurden mit dem
Programm GraphPad Prism (Version 6) fur Windows durchgeftihrt (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Die Ergebnisse wurden mit dem unpaarigen zweiseitigen T-Test
bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 geprift. Fur den CellTiter-Blue® Zell-
Vitalitatsassay wurden, wie es fir mehr als zwei Versuchsgruppen erforderlich ist, die

Ergebnisse mittels ANOVA (Analyse der Varianz)-Test verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkulturversuche
3.1.1 Makrophagendifferenzierungsassays

Anhand der gebildeten Stickstoffmetabolite und der Arginase-Aktivitat wurde die Diffe-
renzierung der Peritonealmakrophagen in den M1- bzw. M2-Phanotyp nach Stimulation
der Zellen mit 6606-PDA-Tumorzellkulturiberstand fir 12, 24 und 36 Stunden be-

stimmt.

3.1.1.1 Arginase-Assay

Die Stoffwechselaktivitat der Makrophagen wurde mittels Arginase-Assay gemessen.
Nach 12 Stunden zeigte sich in der Makrophagen-Kontrolle eine Arginase-Aktivitat von
durchschnittlich 1,4 U/10° Zellen (Spannweite von 1 U/10°8 Zellen bis 1,9 U/10° Zellen).
Im Vergleich dazu war die Arginase-Aktivitat der behandelten Gruppe mit durchschnitt-
lich 1,9 U/108 Zellen (Spannweite von 1,9 U/10° Zellen bis 2 U/108 Zellen) signifikant
erhoht (p=0,0036, Abb. 8).

Die Kontroll-Gruppe der 24 Stunden-Messung hatte einen Mittelwert der Arginase-
Aktivitat von 1,3 U/10° Zellen (Spannweite von 1,3 U/10° Zellen bis 1,4 U/10° Zellen)
und war damit dem 12 Stunden-Wert dieser Gruppe sehr &hnlich. Die Stimulation der
Makrophagen mit 6606-PDA-Tumorzellkulturiberstand tUber 24 Stunden bewirkte er-
neut einen signifikanten Anstieg der Arginase-Aktivitat auf im Mittel 1,8 U/108 Zellen
(Spannweite von 1,4 U/10° Zellen bis 2 U/108 Zellen), (p=0,0002, Abb. 8).

Die Messwerte der Arginase-Aktivitdt nach 36 Stunden lagen in der Kontroll-Gruppe bei
einem Mittelwert von 0,6 U/10% Makrophagen (Spannweite von 0,6 U/108 Zellen bis 0,7
U/108 Zellen) und in der behandelten Gruppe bei durchschnittlich 1,2 U/108 Zellen
(Spannweite von 1 U/10° Zellen bis 1,6 U/108 Zellen), (p=0,0001, Abb. 8). So war nach
36 stundiger Behandlung eine signifikante Verdopplung der Aktivitdt dieses Enzyms in
den stimulierten Makrophagen im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. Insgesamt lag
nach 36 Stunden die Arginase-Aktivitat unter dem Niveau der Stoffwechselwerte nach

12 und 24 Stunden Versuchslaufzeit.
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Abbildung 8: Vergleich der Arginase-Aktivitat in Unit pro 10® Peritonealmakrophagen in
der Kontroll-Gruppe und der stimulierten Makrophagen-Gruppe mit 6606-PDA-
Tumorzellkulturiiberstand nach 12 Stunden (Kontrolle: n=6, Stimulation: n=9,
p=0,0036), nach 24 Stunden (Kontrolle: n=9, Stimulation: n=9, p=0,0002) und nach 36
Stunden (Kontrolle: n=6, Stimulation: n=9, p=0,0001) im unpaarigen zweiseitigen T-Test
mit einem Konfidenzintervall von 0,95.

3.1.1.2 Griess-Assay

Der Nitritgehalt wurde fiir die Untersuchung der Differenzierung aus den Uberstanden
der Makrophagenzellkulturen durch den Griess-Assay bestimmt. Die Nitritkonzentratio-
nen in den mit 6606-PDA-Zellen behandelten Makrophagenzellkulturen waren dabei im
Vergleich zu den Kontroll-Gruppen signifikant verringert:

Nach 12 Stunden enthielt der Uberstand der Makrophagen-Kontrolle durchschnittlich
2,5 pg/ml Nitrit (Spannweite von 2 pg/ml bis 3 pg/ml). In der Gruppe mit Tumoruber-
stand-Stimulation war der Nitritgehalt signifikant auf einen Mittelwert von 1,7 pg/ml ge-
sunken (Spannweite von 1,3 pug/ml bis 1,9 pg/ml), (p=0,0024, Abb. 9).

Die Messwerte des 24stiindigen Versuchs waren insgesamt etwas niedriger als die 12

Stunden-Werte. In der Kontroll-Gruppe wurde eine Nitritkonzentration von im Mittel 1,9
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png/ml bestimmt (Spannweite von 1,6 pug/ml bis 2,2 pg/ml), wahrend in der behandelten
Gruppe durchschnittlich 1,3 pg/ml Nitrit (Spannweite von 1 pg/ml bis 1,6 pg/ml) im
Uberstand gemessen wurde. Es kam wiederum zu einer signifikanten Nitriterniedrigung
im Makrophagenkulturiiberstand nach Stimulation mit 6606-PDA-
Tumorzellkulturiiberstand (p=0,0031, Abb. 9).

Die Nitritkonzentrationen nach 36 Stunden waren denen aus dem 24stindigen Versuch
sehr ahnlich. Die Kontrolle hatte durchschnittlich 1,9 pg/ml Nitrit im Makrophagenkultu-
riberstand (Spannweite von 1,5 pug/ml bis 2,1 pg/ml). Bei der Zellgruppe mit Tumor-
Uberstand-Stimulation zeigte sich erneut ein verminderter Mittelwert von 1,1 pg/ml Nitrit
(Spannweite von 0,7 pg/ml bis 1,7 pug/ml). Dieser Unterschied war ebenfalls signifikant
(p=0,0094, Abb. 9).

I**I I**I I**I

Nitritin pg/mil

Abbildung 9: Vergleich der Nitritkonzentration in pg/ml aus Makrophagenkulturiiber-
standen mittels Griess-Assay in der Kontroll-Gruppe und der mit 6606-PDA-
Tumorzellkulturiberstdnden stimulierten Makrophagenkultur nach 12 Stunden (Kontrol-
le: n=6, Stimulation: n=6, p=0,0024), nach 24 Stunden. (Kontrolle: n=6, Stimulation:
n=6, p=0,0031) und nach 36 Stunden. (Kontrolle: n=5, Stimulation: n=5, p=0,0094) im
unpaarigem zweiseitigen T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95.
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Die Behandlung mit Zellkulturiiberstand von Tumorzellen verringerte die Konzentration
von produziertem Nitrit durch die murinen Peritonealmakrophagen. Die Aktivitat des

Enzyms Arginase war bei denselben Peritonealmakrophagen erhéht.

3.1.2 Celltiter-Blue® Zell-Vitalitatsassay

Die Wirkung von Makrophagenkulturiberstand auf die Proliferationsrate der 6606-PDA-
Tumorzellen wurde mithilfe des CellTiter-Blue® Zell-Vitalitdtsassays untersucht. Dabei
wurde die Stoffwechselaktivitat von 6606-PDA-Zellkulturen verglichen, die zuvor mit
Makrophagenkulturiberstanden behandelt worden waren. Es wurde eine Stimulation
mit M1- und eine mit M2-Zellkulturiiberstdnden durchgefihrt.

Die Tumorzellen, welche mit M2-Kulturiiberstand (Uberstand einer Makrophagenzellkul-
tur, welche 24 Stunden mit 6606-PDA-Zellkulturiiberstand inkubiert wurde) fur 24 Stun-
den behandelt wurden, wiesen eine signifikante Steigerung des Stoffwechsels im Ge-
gensatz zur Kontrolle auf (p=0,0001, Abb. 10). Die 6606-PDA-Zellen, welche eine Zu-
gabe von M2-Makrophagenzellkulturiberstand erhielten, wiesen eine mittlere Fluores-
zenzintensitat von 178,1 (Spannweite von 136,9 bis 236,7) auf. In der Kontroll-Gruppe
zeigte sich ein Mittelwert fur die Fluoreszenz von 100,2 (Spannweite von 89,2 bis
113,8).

Ebenfalls fihrte der M2-Kulturiiberstand zu einer signifikanten Stoffwechselerhéhung im
Vergleich zu den 6606-PDA-Tumorzellen, die mit unbehandeltem Makrophagenzellkul-
turiberstand (M1) versehen wurden (p=0,0001, Abb. 10). Die 6606-PDA-Zellen, welche
diesen M1-Makrophagenkulturiiberstand erhielten, wiesen eine mittlere Fluoreszenz
von 87,6 (Spannweite von 64,4 bis 105). So zeigten die 6606-PDA-Zellen nach Stimula-
tion mit M2-Makrophagenzellkulturiberstand eine doppelt so grof3e Fluoreszenz im Ge-
gensatz zu den Tumorzellen, welche M1-Makrophagenkulturiiberstand erhielten. Damit
lag hier eine signifikant erhéhte Vitalitéat der Tumorzellen vor.

Der Stoffwechsel der Tumorzellen, die den Uberstand von unbehandelten M1-
Makrophagen erhielten, war au3erdem in Bezug auf die Kontroll-Gruppe aus 6606-
PDA-Zellen, welche normales Zellkulturmedium erhielten, gehemmt. Nach Zugabe von
M1-Makrophagenzellkulturiberstand waren im Vergleich zur Kontroll-Gruppe aus unbe-
handelten 6606-PDA-Zellen weniger Tumorzellen nach 24 Stunden vital. Im hierftr ver-
wendeten ANOVA-Testverfahren zeigte sich keine Signifikanz (p=0,5312, Abb. 10),

sondern nur ein Trend zu erniedrigter Stoffwechselaktivitdt der 6606-PDA-Zellen mit
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M1-Kulturiiberstand im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Wendet man einen unpaarigen
zweiseitigen T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95 bei diesem Vergleich der bei-
den Versuchsgruppen an, so ergibt sich eine signifikante Hemmung (p=0,0425) der Vi-
talitdt der 6606-PDA-Zellen.
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Abbildung 10: Vergleich der Fluoreszenzintensitat im Vitalitatsassay der 6606-PDA-
Zellen nach 24 Stunden mit unterschiedlicher Behandlung. Vergleich linker Balken:
Kontroll-Gruppe (n=8) mit mittleren Balken: Gruppe mit Zugabe von Makrophagenkultu-
riberstand, welcher mit 6606-PDA-Tumorzellkulturiiberstanden 24 Stunden vorstimu-
liert wurde (n=8), (p=0,0001), rechter Balken: Gruppe mit Zugabe von unbehandelten
Makrophagenkulturiiberstdnden (n=8) mit mittleren Balken (p=0,0001), linker Balken
und rechter Balken (p=0,5312) im ANOVA-Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95.

Zusammenfassend lieferten die in-vitro-Versuche folgende Ergebnisse:
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- Der 6606-PDA-Tumorzellkulturiberstand induzierte eine Differenzierung des M1-
in den M2-Phéanotyp mit erhbhter Arginase-Aktivitat und erniedrigter Nitritbildung.

- Die M2-Zellkulturiberstande induzierten signifikant die Proliferation der 6606-
PDA-Tumorzellen.

- Die Mz1-Zellkulturiberstande hemmten die Proliferation der 6606-PDA-

Tumorzellen.
3.2 Tierversuche
3.2.1 Bestimmung des Tumorwachstums mithilfe des Kleintier-MRT

Zur Beurteilung des Tumorvolumens wurden die hochauflésenden T2 gewichteten
MRT-Bilder in koronarer und transversaler Ebene ausgewertet. Nach den Injektionen
der 6606-PDA-Tumorzellsuspensionen hatte sich bei allen Versuchstieren ein orthoto-
pes Pankreaskopfkarzinom gebildet (Abb. 11). Dieses lief3 sich in allen untersuchten
Versuchstieren mithilfe des Kleintier-MRT sicher identifizieren. Die MRT-Aufnahmen
zeigten eine sehr gute Auflésung. Durch die atemabhéangigen Sequenzen und die redu-
zierte Darmperistaltik der Tiere konnte eine sehr genaue Tumorbegrenzung mittels MI-

PAV (Medical Imaging Processing And Visualisation) vorgenommen werden (Abb. 12).

1cm

Abbildung 11: links: Orthotopes Pankreaskopfkarzinom in situ, rechts: explantiertes
Praparat des Pankreaskopfkarzinoms (Pankreaskarzinome gekennzeichnet durch rote
Pfeile)
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Abbildung 12: MRT-Aufnahmen mit transversalen Schnitten durch die Pankreaskopf-
karzinome (rot umrandet) von Mausen, die nicht behandelt wurden (Kontroll-Gruppe,
linkes Bild) bzw. nach Clodronat-Injektion (rechtes Bild). Es wurden stets Schnitte mit
dem jeweils gréf3ten Tumorquerschnitt ausgewabhit.

Die Tumorvolumenbestimmung aus den MRT-Bildern zeigte einen signifikanten Unter-
schied zwischen der Kontroll-Gruppe und der Versuchsgruppe mit Clodronat-Injektionen
(p=0,0079, Abb. 13). Die Kontrolltiere wiesen deutlich gréRere Tumoren mit einem
durchschnittlichen Volumen von 221,8 mm? (Spannweite von 114 mm?3 bis 303 mm3)
auf. Dagegen betrug bei den Tieren mit Clodronat-Behandlung das durchschnittliche

Tumorvolumen 75,4 mm? (Spannweite von 8,1 mm? bis 148,4 mm?).
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Abbildung 13: Vergleich der Tumorvolumina zwischen der Kontroll- und Clodronat-
Tiergruppe. (p=0,0076, unpaariger zweiseitiger T-Test mit einem Konfidenzintervall von
0,95)
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Weiterhin fielen in der MRT-Bildgebung zentrale, hyperintensen Nekrosen entspre-
chende Areale des Tumorgewebes auf (Abb. 14). Die Nekrosen konnten auch durch die

histologische Aufarbeitung der Tumorgewebe dargestellt werden (Abb. 15).

Abbildung 14: MRT-Aufnahmen: transversale Schnitte durch die Pankreaskopfkarzino-
me (rot umrandet) von Mausen der Kontroll-Gruppe (linkes Bild) und der Clodronat-
Gruppe (rechtes Bild). In der Clodronat-Gruppe ist im Tumor ein deutliches zentrales
hyperintenses Areal (gelb umrandet) als Hinweis auf eine Nekrose sichtbar.

T ATTRE
S

Abbildung 15: H&E-gefarbte Tumorpraparate. Links: Pankreaskarzinom der Kontroll-
Gruppe oben im Bild sichtbar (roter Stern: normales Driisengewebe des Pankreas, rote
Pfeile: Pankreaskarzinomgewebe, 200fache VergroRerung), rechts: Tumor der Clodro-
nat-Gruppe mit Nekrose-Zone (rote Pfeile) links im Bild (200fache Vergré3erung).

Die Nekrosevolumina wurden ebenfalls anhand der MRT-Aufnahmen ermittelt und an-
schliel3end auf die jeweilige Tumorgesamtgrol3e bezogen verglichen. Die Tumoren der

Tiere mit Makrophagen-Reduktion wiesen grél3ere Nekrosezonen auf. Im Verhaltnis zu
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ihren Tumorgesamtvolumina ergaben sich kleinere Nekrose-freie Zonen in der Clodro-
nat-Gruppe. In den Tumoren der Kontroll-Gruppe zeigten sich in Bezug auf die Tumor-
grof3e groRere Areale ohne Nekrosen. Im T-Test konnte kein signifikanter Unterschied
bezuglich der Quotienten aus Tumorvolumina und Nekrosevolumina ermittelt werden
(p= 0,4294, Kontroll-Gruppe: 191,2, Spannweite von 11 bis 380, Clodronat-Gruppe:
110,5, Spannweite von 6 bis 270, Abb. 16).
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Abbildung 16: Vergleich der Quotienten aus Tumorvolumina und Nekrosevolumina zwi-
schen der Kontroll- und Clodronat-Tiergruppe. (p=0,4294, unpaariger zweiseitiger T-
Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95). Die Kontroll-Gruppe wies ein grof3eres
Nekrose-freies Areal auf.

Zusammenfassend konnte im Tiermodell mithilfe der MRT Folgendes gezeigt werden:
- Die Detektion und Volumenbestimmung der orthotopen syngenen Pankreaskar-
zinome war bei allen Versuchstieren erfolgreich.
- Die Reduktion der TAM-Infiltration der Versuchstiere verringerte signifikant
(p=0,0076) das Tumorwachstum.
- Die Tumoren unterschieden sich sowohl im MRT in ihrer Morphologie als auch
histologisch. Die Reduktion der TAM-Infiltration bewirkte eine Tendenz zu grol3e-

ren Nekrosearealen in Bezug auf die gesamte Tumorgrol3e.
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3.2.2 Immunhistochemische Farbungen
3.2.21 Makrophagen-Farbung

In den Pankreastumoren der Versuchstiere waren residente Makrophagen-
Populationen durch die F4/80-Farbung in einem hohen MaRe nachweisbar. Die Far-
bung ermdéglichte die mikroskopische Quantifizierung der Makrophagen in den beiden
Gruppen (Abb. 17).

Abbildung 17 Immunhistochemische Farbung durch DAB des F4/80-
Oberflachenantigens zum Nachweis von Makrophagen im Tumorgewebe (braunes Pra-
zipitat, exemplarisch kennzeichnen rote Pfeile F4/80-positive Zellen). Links: Tumorge-
webeschnitt der Kontroll-Gruppe, rechts: Tumorgewebeschnitt der Clodronat-Gruppe.
Jeweils 200fache Vergrol3erung. Sichtbar ist die deutlich dichtere Makrophagen-
Prasenz im Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe im Vergleich zu der Clodronat-Gruppe.
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In der Kontroll-Gruppe konnte eine dichte Prasenz von Makrophagen im Pankreaskopf-
karzinom gezeigt werden. Es ergab sich eine mittlere Anzahl von 48 Makrophagen je
Gesichtsfeld (Spannweite von 16 bis 89 Makrophagen/Gesichtsfeld) in den Tumoren
der Kontroll-Gruppe. Bei der Auswertung der Gewebeschnitte der Clodronat-Gruppe
fanden sich durchschnittlich 18 Makrophagen pro Gesichtsfeld (Spannweite von 1 bis
54 Makrophagen/Gesichtsfeld). Es konnte mithilfe der F4/80-Farbung ein morphologi-
sches Korrelat zum Nachweis der Makrophagen-Reduktion in den Pankreastumoren
der Versuchsgruppe mit Clodronat-Gaben erbracht werden. Nach viermaliger Injektion
der Clodronat-Liposomen in die Peritonealhdhle der Mause kam es in den Pankreas-
karzinomen dieser Gruppe zu einer signifikanten Verringerung der Makrophagen-Dichte
(p=0,0052). Insgesamt wurden die F4/80-Farbungen des Tumorgewebes dreimal
durchgefuhrt und erbrachten &hnliche Resultate, exemplarisch ist eine numerische

Auswertung in Abbildung 18 angegeben.
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung immunhistochemischer Farbungen von Makro-
phagen im Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe (25 Gesichtsfelder) bzw. der Gruppe mit
Clodronat-Behandlung (24 Gesichtsfelder), (p=0,0052, unpaariger zweiseitiger T-Test
mit einem Konfidenzintervall von 0,95).
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AuRBerdem wurden die Lebergewebe aller Versuchstiere mit dem F4/80-Antikdrper zum

Nachweis von Makrophagen gefarbt (Abb. 19).

Abbildung 19: Immunhistochemische Farbung durch DAB (braunes Prazipitat, exempla-
risch kennzeichnen rote Pfeile F4/80-positive Zellen) des F4/80-Oberflachenantigens im
Lebergewebe zum Nachweis von Makrophagen. Links: Lebergewebeschnitt der Kon-
troll-Gruppe, rechts: Lebergewebeschnitt der Clodronat-Gruppe. Jeweils 100fache Ver-
groRBerung. Die angefarbten Zellen sind im Lebergewebe der Kontroll-Gruppe deutlich
starker vertreten als im Lebergewebe der Tiere mit Clodronat-Behandlung.

Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikante Verminderung der Makrophagen-Population
(Kupffer-Zellen) in den Lebern der mit Clodronat behandelten Tiergruppe (p=0,0051,
Abb. 20). Die angeféarbten Bereiche entsprachen in der Kontroll-Gruppe durchschnittlich
11% der Flache der ausgewerteten Gesichtsfelder (Spannweite von 5,1% bis 20,3%
gefarbte Flache/Gesichtsfeld). In der Clodronat-Gruppe wurde im Mittel 2% des Ge-
sichtsfeldes gefarbt (Spannweite von 0,2% bis 4,9% Flache/Gesichtsfeld).
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Abbildung 20: Quantitative Auswertung mittels Image J der immunhistochemischen
Farbung der Makrophagen im Lebergewebe der Kontroll-Gruppe (15 Gesichtsfelder)
bzw. der Gruppe mit Clodronat-Behandlung (15 Gesichtsfelder). (p=0,0051, unpaariger
zweiseitiger T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0.95).

Zusammenfassend ergab sich durch die immunhistologische Farbung der Makrophagen
folgendes:

- In den orthotopen syngenen Pankreaskarzinomen waren in hoher Dichte residen-
te Makrophagen nachweisbar.

- Die Clodronat-Behandlung verringerte signifikant die Rekrutierung von Makro-
phagen in die Pankreastumoren der Versuchstiere bzw. deren residente Makro-
phagen-Population.

- Die Clodronat-Gabe reduzierte signifikant die residenten Makrophagen im Leber-

gewebe der Versuchstiere.
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3.2.2.2 Matrixmetalloproteinasen

Zunachst wurde mithilfe immunhistologischer Farbungen die Prasenz von MMP-9 (Ge-

latinase B) in den entnommenen Pankreastumoren untersucht. Hier zeigte sich in bei-

den Gruppen eine starke Prasenz dieses Enzyms (Abb. 21).

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung durch DAB (braunes Prazipitat, rote Pfei-
le zeigen beispielhafte Areale) des MMP-9-Antigens im Tumorgewebe zum Nachweis
der MMP-9. Links: Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe, rechts: Tumorgewebe der
Clodronat-Gruppe. Jeweils 100fache VergroRerung. In beiden Bildern ist MMP-9 im-
munhistologisch nachweisbar.
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Es konnte immunhistochemisch kein quantitativer Unterschied (p=0,9629) des MMP-9-
Gehalts in drei unabhangig voneinander durchgefihrten Farbungen des Tumorgewebes
gefunden werden. Bei einer exemplarischen unten aufgefuihrten Auswertung (Abb. 22),
zeigte sich in der Kontroll-Gruppe ein Mittelwert fur die angefarbte Flache von 25,6% in
den fotografierten Tumorgewebeschnitten (Spannweite von 0,3% bis 63,7% gefarbte
Flache pro Gesichtsfeld). In der Clodronat-Gruppe waren durchschnittlich 25,2% der
Flache je Gesichtsfeld gefarbt (Spannweite von 1,2% bis 51% gefarbte Flache pro Ge-
sichtsfeld).
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Abbildung 22: Quantitative Auswertung mittels Image J der immunhistochemischen
Farbung der MMP-9 im Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe (30 Gesichtsfelder) bzw. der
Gruppe mit Clodronat-Behandlung (28 Gesichtsfelder), (p=0,9629, unpaariger zweisei-
tiger T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0.95).
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AulRerdem wurde ein MMP-9-ELISA zur quantitativen Bestimmung der MMP-9 durchge-
fuhrt. Unter Verwendung dieser Methode fanden wir ebenfalls keinen signifikanten Un-
terschied des MMP-9-Gehalts in den gewonnenen Mausseren (p=0.0812, Abb. 23). Es
zeigte sich mittels MMP-9-ELISA jedoch ein Trend zu einem erhéhten MMP-9-Gehalt in
den Seren der Tiere mit Makrophagen-Reduktion im Vergleich zu den Seren der Kon-
troll-Mause. In der Clodronat-Gruppe fand sich MMP-9-Gehalt von durchschnittlich 98
ng/ml Serum (Spannweite von 36,5 ng/ml bis 71,7 ng/ml). Die Kontroll-Gruppe enthielt
dagegen durchschnittlich 47 ng/ml MMP-9 im Serum (Spannweite von 37,3 ng/ml bis
167,9 ng/ml). Damit war die MMP-9-Konzentration im Serum der Tiere mit Makropha-

gen-Reduktion im Vergleich zur Kontroll-Gruppe um das Doppelte erhéht.
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Abbildung 23: ELISA-Bestimmung des MMP-9-Gehalts in ng/ml im Serum der Mause
aus Kontroll- (n=5) und Clodronat-Gruppe (n=5). (p=0,0812, unpaariger zweiseitiger T-
Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95).
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Daneben wurde die MMP-12, eine makrophagenspezifische Protease, immunhistoche-

misch in den Tumorgeweben der Versuchstiere nachgewiesen. In den immunhistoche-

mischen Farbungen konnte in beiden Gruppen MMP-12 angefarbt werden. Es zeigte
sich ein Trend zur MMP-12-Erh6hung in der Kontroll-Gruppe (Abb. 24).

Abbildung 24: Immunhistochemische Féarbung durch DAB (braunes Prazipitat, rote Pfei-
le kennzeichnen exemplarische Areale) des MMP-12-Antigens im Tumorgewebe zum
Nachweis der MMP-12 (Makrophagen-Elastase). Links: Tumorgewebeschnitt der
Kontroll-Gruppe, rechts: Tumorgewebeschnitt der Clodronat-Gruppe, jeweils 200fache
VergréfRerung.
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Die Quantifizierung der Farbung mithilfe des Computer-Programms Image J lieferte kei-
ne signifikanten Resultate (p=0,2036, Abb. 25). Qualitativ wurde eine starkere Farbung
in der Kontroll-Gruppe beobachtet, bei welcher 38% der fotografierten Flache anfarbbar
waren (Spannweite von 12% bis 80,3% gefarbte Flache pro Gesichtsfeld). In der Ver-
suchstiergruppe mit Makrophagen-Reduktion waren 23,3% der Tumoren durch die im-
munhistochemische Farbung der MMP-12 gefarbt (Spannweite von 3,5% bis 36% ge-
farbte Flache pro Gesichtsfeld). Diese Farbung wurde ebenfalls dreimal mit &hnlichem

Ergebnis durchgefiuhrt.
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Abbildung 25: Quantitative Auswertung mittels Image J der immunhistochemischen
Farbung der MMP-12 im Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe (19 Gesichtsfelder) bzw.
der Gruppe mit Clodronat-Behandlung (19 Gesichtsfelder). (p=0,2036, unpaariger zwei-
seitiger T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0.95).
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3.2.2.3 Endothel-Oberflachenantigen CD-31

Bei dieser Farbung wurde das Oberflachenantigen CD-31 im Tumorgewebe bestimmt

und dadurch eine Betrachtung der Mikrogefalidichte ermoglicht (Abb. 26).

Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung durch DAB (braunes Prazipitat, rote Pfei-
le zeigen einige angefarbte Areale) des CD-31-Antigens im Tumorgewebe zum Nach-
weis der Mikrovaskularisation. Links: Tumorgewebeschnitt der Kontroll-Gruppe, rechts:
Tumorgewebeschnitt der Clodronat-Gruppe, jeweils 200fache VergréRerung. Im
Gesichtsfeld der Kontroll-Gruppe sind deutlich mehr Gefal3e geféarbt (besonders oben
links im Bild) als im Tumorgewebe der Clodronat-Gruppe.
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Es ergab sich eine geringere Anzahl von Gefal3en pro Gesichtsfeld in den Tumorgewe-
ben der Tiere mit Clodronat-Behandlung (p=0,0631). Die Tumoren der Clodronat-
Gruppe hatten durchschnittlich 5 angefarbte Gefal3e pro Gesichtsfeld (Spannweite von
1 bis 17 GefalRe pro Gesichtsfeld). Im Gegensatz dazu waren in der Kontroll-Gruppe
durchschnittlich 9 GefalRe im Gesichtsfeld gefarbt (Spannweite von 1 bis 35 Gefal3e pro
Gesichtsfeld). Es wurden zwei unabhangige Experimente mit ahnlichem Ergebnis

durchgeflhrt. Die Auswertung einer Farbung ist nachfolgend aufgefiihrt (Abb. 27).
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Abbildung 27: Quantitative Auswertung immunhistochemischer Farbungen des CD-31-
Oberflachenantigens, welches auf GefalRendothelien exprimiert wird, im Tumorgewebe
der Kontroll-Gruppe (28 Gesichtsfelder) bzw. der Gruppe mit Clodronat-Behandlung (19
Gesichtsfelder), (p=0,0631, unpaariger zweiseitiger T-Test mit einem Konfidenzintervall
von 0,95).
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3.224 Wachstumsfaktor VEGF

Der Gefal3-Wachstumsfaktor VEGF wurde ebenfalls immunhistochemisch geféarbt. Die
Praparate der Tumorgewebe beider Versuchsgruppen zeigten eine starke Anfarbbarkeit

von VEGF. Bei der Betrachtung im Lichtmikroskop fand sich eine vermehrte braune

Farbung in den Pankreaskopfkarzinomen der Clodronat-Gruppe (Abb. 28).

Abbildung 28: Immunhistochemische Farbung durch DAB (braunes Prazipitat, siehe
beispielhaft markierte Areale um die roten Pfeile) des VEGF-Antigens im Tumorgewebe
zum Nachweis des VEGF-Gehalts. Links: Tumorgewebeschnitt der Kontroll-Gruppe,
rechts: Tumorgewebeschnitt der Clodronat-Gruppe. Jeweils 100fache Vergdl3erung. In
den Tumorgeweben beider Versuchsgruppen war VEGF anfarbbar.

Die Quantifizierung der angefarbten Flache zweier unabhangiger VEGF-Farbungen
mittels Image J ergab Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, diese waren jedoch
nicht signifikant. Die Abbildung 29 zeigt die Auswertung der VEGF-Farbung. Dabei
waren in der Gruppe mit Clodronat-Behandlung durchschnittlich 53,6% der
Gesichtsfelder angefarbt (Spannweite von 2,7% gefarbte Flache/Gesichtsfeld bis 89,9%
gefarbte Flache/Gesichtsfeld). In der Kontroll-Gruppe war im Mittel 18,2% der Flache
mit dem VEGF-Antikorper anfarbbar (Spannweite von 0,9%  gefarbte
Flache/Gesichtsfeld bis 61,9% gefarbte Flache/Gesichtsfeld).
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Abbildung 29: Quantitative Auswertung mittels Image J der immunhistochemischen
Farbung des VEGF im Tumorgewebe der Kontroll-Gruppe (14 Gesichtsfelder) bzw. der
Gruppe mit Clodronat-Injektionen (11 Gesichtsfelder). (p=0,0799, im unpaarigem zwei-
seitigen T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0.95).

Um die VEGF-Konzentration genauer zu quantifizieren, wurde auch fir die Detektion
dieses Zytokins ein ELISA durchgefiihrt. Der ELISA zeigte ebenfalls einen erhdhten
VEGF-Gehalt in den Seren der Clodronat-Gruppe, der aber auf Grund der relativ hohen
Streuung der Messwerte der Clodronat-Gruppe nicht statistisch abgesichert werden
konnte (p=0,1814, Abb. 30). Die Tiere der Clodronat-Gruppe hatten durchschnittlich 7,2
ng/ml VEGF im Serum (Spannweite von 3 ng/ml bis 19,8 ng/ml). In der Kontroll-Gruppe
war durchschnittlich 4,1 ng/ml VEGF im Serum messbar (Spannweite von 1,6 ng/ml bis
6,2 ng/ml).
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Abbildung 30: Quantitativer Vergleich des VEGF-Gehalts in ng/ml nach ELISA im Se-
rum der Mause aus Kontroll- (n=5) und Clodronat-Gruppe (n=5), (p=0,3629, unpaariger
zweiseitiger T-Test mit einem Konfidenzintervall von 0,95)

Zusammenfassend zeigte sich fur die Matrixmetalloproteinasen, die Mikrogefal3dichte
und den Gefal3-Wachstumsfaktor Folgendes:

- MMP-9 war in den Tumoren beider Versuchsgruppen nachweisbar. In den
immunhistochemischen Farbungen ergab sich kein Unterschied im MMP-9-
Gehalt.

- Im Serum der Gruppe mit TAM-Reduktion zeigte sich ein Trend zu erhdhtem
MMP-9-Gehalt, hier war die MMP-9-Konzentration um das Doppelte erhoht.

- MMP-12 wurde in den Pankreaskarzinomen beider Gruppen nachgewiesen.
Nach TAM-Reduktion zeigte sich ein Tendenz zu vermindertem MMP-12-Gehalt.

- Die TAM-Reduktion verringerte deutlich die Mikrogefal3dichte im Tumorgewebe,
aufgrund einer hohen Streuung und einer geringen Anzahl n zeigte sich hier
keine Signifikanz, jedoch ein eindeutiger Trend.

- VEGF wurde in beiden Versuchsgruppen exprimiert. Nach TAM-Reduktion zeigte
sich ein Trend zur vermehrten VEGF-Anfarbung.

- In den Seren der Versuchstiere mit reduzierter Makrophagen-Population waren

hohere VEGF-Konzentrationen im ELISA bestimmbar.
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3.2.3 Durchflusszytometrie
3.2.3.1 Chemokin MCP-1

In den gewonnen Seren der Versuchstiere wurde mittels Durchflusszytometrie-Messung
die MCP-1-Konzentration bestimmt, diese Messung wurde zweimalig durchgefihrt. Da-
bei wurde ein signifikanter Unterschied des MCP-1-Gehalts zwischen der Kontroll-
Gruppe und der Gruppe mit Makrophagen-Reduktion gefunden (p=0,0421). In der
Gruppe mit Makrophagen-Reduktion war mit 1280 pg/ml ein hoher Gehalt von MCP-1
im Serum messbar (Spannweite von 214 pg/ml bis 2206,3 pg/ml). Im Gegensatz dazu
zeigte sich in der Kontroll-Gruppe eine MCP-1-Konzentration von 215 pg/ml im Serum
(Spannweite von 0 pg/ml bis 416,8 pg/ml). So war unter Makrophagen-Reduktion das
MCP-1 im Serum der Mause um etwa das Sechsfache erhoht (Abb. 31).
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Abbildung 31: Vergleich der MCP-1-Konzentration in pg/ml im Serum in Kontroll- und
Clodronat-Gruppe (jeweils n=5), (p=0,0421, unpaariger zweiseitiger T-Test mit einem
Konfidenzintervall von 0,95).
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In den Proteinproben der entnommenen Pankreaskarzinome fanden wir hohe Konzent-
rationen von MCP-1 in beiden Versuchsgruppen (siehe Abb. 32). Es ergaben sich dabei
zwar keine signifikanten Unterschiede (p=0,3081), aber ebenfalls etwas niedrigere Wer-
te in der Kontroll-Gruppe: Die durchschnittiche Menge von MCP-1 in der Kontroll-
Gruppe war 112,4 pg/mg Protein (Spannweite von 65,6 pg/mg bis 190,1 pg/mg). In der
Gruppe mit Makrophagen-Reduktion waren 148,1 pg/mg Protein messbar (Spannweite
von 78,1 pg/mg bis 215,1 pg/mg).
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Abbildung 32: Vergleich der MCP-1-Konzentration in pg/mg im Tumorprotein in Kontroll-
und Clodronat-Gruppe (jeweils n=5), (p=0,3081, unpaariger zweiseitiger T-Test mit ei-
nem Konfidenzintervall von 0,95).
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3.2.3.2 Interleukine

Es wurden die Interleukine IL-4 und IL-10 mit der Durchflusszytometrie quantifiziert. In
den Seren beider Versuchsgruppen konnte unter Verwendung dieser Methode kein IL-4
bzw. IL-10 gemessen werden. IL-4 und IL-10 wurden in den Tumorgeweben der Mause
nachgewiesen. Zwischen der Kontroll-Gruppe und Clodronat-Gruppe ergaben sich
schwache Unterschiede in der Konzentration von IL-4 und IL-10; es bestand keine Sig-
nifikanz (IL-4: p=0,2965; IL-10: p=0,4714).

Die Konzentration von IL-4 betrug in den Proteinen der Pankreaskarzinome der Kon-
troll-Gruppe im Mittel 21 pg/mg Protein (Spannweite von 13,1 pg/mg bis 34,6 pg/mg). In
der Gruppe mit Makrophagen-Reduktion wurde ein durchschnittlicher IL-4-Gehalt von
28 pg/mg im Tumorprotein bestimmt (Spannweite von 16,5 pg/mg bis 38,5 pg/mg),
(p=0,2965, siehe Abb. 33).
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Abbildung 33: Vergleich der IL-4-Konzentration in pg/mg im Tumorprotein in Kontroll-
und Clodronat-Gruppe (p=0,2965, unpaariger zweiseitiger T-Test mit einem Konfiden-
zintervall von 0,95)

76



Ergebnisse

IL-10 war in den Proteinen der Kontroll-Gruppe durchschnittlich mit 57 pg/mg im Durch-
flusszytometer messbar (Spannweite von 38,9 pg/mg bis 80,7 pg/mg). Nach der
Clodronat-Behandlung fanden sich in den Proteinen der Pankreaskarzinome im Mittel
67 pg/mg IL-10 (Spannweite von 44,1 pg/mg bis 92 pg/mg), (p=0,4714, Abb. 34).
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Abbildung 34: Vergleich der IL-10-Konzentration in pg/mg im Tumorprotein in Kontroll-
und Clodronat-Gruppe (p=0,4714, unpaariger zweiseitiger T-Test mit einem Konfiden-
zintervall von 0,95)

Zusammenfassend konnte Folgendes gezeigt werden:

- MCP-1 im Serum war in der Versuchsgruppe mit Makrophagen-Reduktion signi-
fikant erhoht.

- Die orthotopen Pankreastumoren wiesen einen hohen Gehalt an MCP-1, IL-4
und IL-10 auf.

- Die Makrophagen-Reduktion hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Gehalt
der Zytokine MCP-1, IL-4 und IL-10 im Tumorgewebe bei tendenziell leicht er-
hohten Werten unter Clodronat-Gabe.
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4 Diskussion
4.1 Makrophagen-Interaktion im Tumormilieu

Das Wachstum eines Tumors in einem gesunden Organismus ist sowohl in der Immu-
nologie als auch der Onkologie seit langem ein Kernpunkt fur viele Fragestellungen und
wird als “zentrales Paradox“ bezeichnet. Hierbei handelt es sich um das progressive
Wachstum eines immunogenen Tumors in einem immunkompetenten Wirt [59, 109,
110]. Mittlerweile sind eine Vielzahl von Mechanismen bekannt, mithilfe derer der Tu-
mor zum einen das Immunsystem unterwandert zum anderen das Immunsystem zum
Tumorwachstum stimuliert [72, 73, 111]. Das Tumormikromilieu, welches sich zu einem
grof3en Teil aus Zellen des Immunsystems zusammensetzt, ist fir das Tumorwachstum,
die Angiogenese und die Metastasierung von hoher Bedeutung [80]. Dies wurde bereits
fur verschiedene Tumorentitaten beschrieben [76, 79]. Daher ist es von besonderem
Interesse die genauen Mechanismen und mégliche Behandlungsansatze fir eine Anti-
Tumortherapie aufzuzeigen.

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefuhrt, um den Einfluss der TAM im murinen Pan-
kreaskarzinom zu untersuchen sowie deren Rolle und Interaktion im Tumormikromilieu
in vitro n&her zu betrachten.

Mithilfe der in-vitro-Versuche wurden die Interaktionen von Makrophagen und 6606-
PDA-Tumorzellen nachgewiesen. In vivo konnte eine hohe Prasenz von Makrophagen
in den verwendeten murinen Pankreaskarzinomen gezeigt werden. Ein Effekt der Re-
duktion der Makrophagen im Tumor auf dessen Wachstum und Mikrogefafl3dichte wurde
ermittelt.

Der Tumor wird durch die TAM in seiner Biologie vielfaltig beeinflusst. Die TAM kdnnen
durch die Unterstitzung von Invasion, Metastasierung, Angiogenese und Immunsupp-
ression die Tumorprogression fordern [80]. Dafur wird der M2-Phanotyp der Makropha-
gen verantwortlich gemacht. Der klassisch aktivierte M1-Phéanotyp wirkt zytotoxisch auf
Tumorzellen. Bei Patienten mit Kolon- oder Magenkarzinomen war die TAM-Infiltration
mit einem verbesserten Uberleben assoziiert. In diesen Studien wurde jedoch keine
Differenzierung der Makrophagen-Phanotypen vorgenommen [84, 112]. Beim Blasen-,
Mammakarzinom und Leiomyosarkom gingen gehé&ufte Vorkommen von TAM mit einer
schlechteren Prognose einher, auch in diesen Studien erfolgte keine Bestimmung des
Makrophagen-Phéanotyps [113-115].

78



Diskussion

Beim humanen Gliom konnte ein Zusammenhang zwischen einer hohen M2-
Makrophagen-Infiltration und einer hoheren histologischen Malignitat gezeigt werden
[116].

Die Effekte der TAM beim Pankreaskarzinom wurden bisher in nur wenigen Studien
untersucht. Es zeigte sich, dass fortgeschrittene Pankreaskarzinome einen besonders
hohen Anteil an M2-TAM aufwiesen [117, 118].

41.1 Modulation des Makrophagen-Phanotyps durch 6606-PDA-Zellen

Die Gewinnung einer Makrophagen-Zellkultur fir die in-vitro-Versuche erfolgte mithilfe
einer Peritoneallavage. Das hierfir verwendete Thioglycollat erzeugt eine lokale In-
flammation mit einer Pradominanz von klassisch aktivierten M1-Makrophagen im Aszi-
tes. Mithilfe dieser Methode wird eine Zellsuspension mit einer gro3en Anzahl von Mak-
rophagen gewonnen. Sie stellt ein etabliertes Verfahren dar. Der Vorteil der Thioglycol-
lat-Methode besteht darin, dass durch den inflammatorischen Reiz die Makrophagen zu
M1-Makrophagen differenzieren. Dies wurde im Folgenden mithilfe des Arginase- und
des Griess-Assays bestatigt. Eine alternative Methode ist das Gewinnen von Monozy-
ten aus dem Knochenmark. Bei diesem Modell muss eine anschlieende in-vitro-
Stimulation erfolgen, um einen M1-Phéanotyp zu erhalten. Um die Einflussfaktoren auf
unsere Zellkultur mdglichst gering zu halten, wurde die erste Methode gewahlt. Zudem
besteht hier der Vorteil einer schnelleren Verfiigbarkeit der Makrophagen, weil diese
direkt nach ihrer Gewinnung verwendet werden konnen.

Eine zentrale Frage bei der ndheren Betrachtung der Interaktion zwischen Tumorzellen
und Makrophagen ist, ob die verwendete Pankreaskarzinomzelllinie eine Differenzie-
rung von M1- in M2-Makrophagen induzieren kann. Experimentell wurde gezeigt, dass
M1- und M2-Makrophagen durch verschiedene auf3ere Signale des lokalen Tumormik-
romilieus ihre Expressionsprofile verandern und sich ineinander umwandeln kénnen
[68]. Sica et al. zeigten, dass ein Wechsel des klassischen Aktivierungszustandes (M1)
in den alternativen (M2) wahrend des Tumorwachstums zu verzeichnen ist [119].

In der Zellkultur wurde ein Modell erstellt, um diesen Einfluss zu untersuchen. Hierbei
wurden die murinen Makrophagen mit dem Zellkulturiiberstand der 6606-PDA-Zelllinie
stimuliert. Mithilfe der Arginase- und Griess-Assays wurde der metabolische Phanotyp
der stimulierten Makrophagen bestimmt. Die Inkubation mit dem Tumorzelliberstand

bewirkte eine reduzierte Nitritproduktion der murinen Peritonealmakrophagen. Gleich-
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zeitig erhohte sich ihre Arginase-Aktivitat. Diese beiden Eigenschaften sind charakteris-
tisch fur die M2-Makrophagen [120, 121].
Somit ist die Mdglichkeit der Differenzierung der inflammatorischen M1-Makrophage in

die alternativ aktivierte M2-Makrophage im 6606-PDA-Tumormikromilieu gegeben.

4.1.2 6606-PDA-Zellproliferation unter Makrophagen-Stimulation

Der Einfluss von M1- und M2-Makrophagen auf die Proliferation der 6606-PDA-
Tumorzellen wurde in vitro untersucht. Es zeigte sich, dass die mit M2-Makrophagen-
Zellkulturtberstand stimulierten Pankreastumorzellen ein signifikant gesteigertes
Wachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen. Folglich ist ein wachstumsfor-
dernder Effekt der M2-TAM auf die 6606-PDA-Tumorzellen in vitro zu verzeichnen. Die-
ses Ergebnis unterstitzt die Beobachtung von Yoshikawa et al. und Kurahara et al.
Beide Arbeitsgruppen zeigten, dass eine hohe Infiltration von M2-TAM mit einem fort-
geschrittenen Tumorstadium einherging [117, 118]. Hieraus lasst sich ableiten, dass
M2-Makrophagen auch in vivo das Tumorwachstum begiinstigen. Diese Zusammen-
hange wurden im Tierexperiment weitergehend untersucht.

M1-Makrophagen kénnen Tumorzellen in ihrem Wachstum inhibieren. Beim nicht klein-
zelligem Bronchialkarzinom geht eine hohe M1-Infiltration im Tumorgewebe mit einem
langeren Uberleben von Patienten einher [77]. In dieser Arbeit wurde durch M1-
Zellkulturiiberstédnde das Tumorzellwachstum in vitro vermindert.

Der Tumorprogress konnte durch die Anwesenheit von M1-TAM gehemmt werden. Fir
eine Inhibition des Tumorwachstums wére eine Blockade der Differenzierung der M1- in
die M2-TAM ein mdglicher Ansatz. Daneben kénnte auch die Umwandlung von M2-
Makrophagen zu M1-Makrophagen einen Beitrag zur Hemmung des Tumorfortschritts
leisten. Die Differenzierung der M1- in M2-Makrophagen und umgekehrt ist durch Sig-
nale des lokalen Mikromilieus méglich [68, 83].

Die Versuche, autologe M1-Makrophagen flr eine Antitumortherapie einzusetzen, wa-
ren bisher erfolglos. In Studien wurde eine Behandlung mit autologen Makrophagen u.a.
beim Ovarialkarzinom, beim kolorektalem Karzinom und beim Nierenzellkarzinom un-
tersucht. Die Makrophagen waren dabei ex vivo stimuliert worden. Dies beinhaltete die
Gewinnung von Monozyten aus dem peripheren Blut und ihre Differenzierung mittels

LPS in M1-Makrophagen. AnschlieRend wurden die Zellen den Patienten reinfundiert.
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Die Therapie war nebenwirkungsarm, allerdings zeigte sich kein Effekt auf das Tumor-
wachstum [122].

Dieses Ergebnis lasst sich mit der Tatsache erklaren, dass die alternative Aktivierung
der Makrophagen im Tumormikromilieu stattfindet [66, 79]. Makrophagen, die den Tu-
mor Uber den Blutstrom infiltrieren, kdnnen nach Stimulation erneut in M2-Makrophagen
differenziert werden [119]. Deshalb ware die direkte Stimulation innerhalb des Tumor-
mikromilieus ein moglicher Ansatzpunkt, um das Tumorwachstum zu hemmen.

Neue Ansatzpunkte zeigten Rolny et al. Sie entwickelten murine Pankreaskarzinommo-
delle mit der Panc02-Zelllinie, in welchem das ,wirtseigne histidinreiche Glykoprotein®
(HRG) hochreguliert war [123]. HRG ist ein Heparin-bindendes Plasmaprotein, welches
bei der Regulation von Tumorwachstum und Angiogenese eine Rolle spielt [124]. Die
Induktion von HRG hatte eine vermehrte Prasenz von M1-TAM im Tumor zur Folge und
ging mit einer verminderten Tumormetastasierung einher [123].

Beim Pankreaskarzinom konnte in einer Studie durch Hemmung des HRG ein tumor-
wachstumsfordernder Effekt gezeigt werden [124]. Somit ware die Behandlung des
Pankreaskarzinoms mit HRG und damit die vermehrte Differenzierung von M2- in M1-

Makrophagen mdglicherweise ein vielversprechender Therapieansatz.

4.2 Tumormodell

Bei der Wahl des Tumormodells stellt die Immunkompetenz des Wirtes eine wichtige
Grundvoraussetzung zur naheren Betrachtung der Interaktion im Tumormikromilieu dar.
Damit sind Xenograft- und Nacktmausmodelle keine Option fir die vorliegende Arbeit.
Des Weiteren werden genetisch modifizierte Mausmodelle fur die onkologische For-
schung verwendet. Dazu gehdren transgene Mause, Knock-Out/In-Modelle und indu-
zierbare Modelle [44]. Ihnen sind ein schwere Verfligbarkeit, ein hoher Kostenfaktor und
vor allem oft ein langsames und unsicheres Tumorwachstum gemein. Damit eignen sich
diese Modelle fur die vorliegende Fragestellung nicht.

Die 6606-PDA-Pankreaskarzinomzelllinie wurde fir diese Arbeit orthotop und syngen in
C57BL/6 Mause implantiert. Diese immunkompetenten Versuchstiere entwickelten alle
ein Pankreaskarzinom wahrend der Versuchslaufzeit von drei Wochen. Dabei stellte
das gewahlte Tumormodell ein technisch gut etabliertes Verfahren unserer Arbeitsgrup-
pe dar [49]. Die klinischen Symptome, die lokale Invasion ins umgebende Gewebe und

die Metastasierung der humanen Pankreaskarzinome werden im orthotopen Tiermodell
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besser nachgebildet. AuRerdem konnen die Effekte des Tumormikromilieus auf das
Tumorwachstum untersucht werden [44, 47]. Anhand der MRT-Untersuchungen kénnen
exakte Volumenbestimmungen der orthotop implantierten Tumoren vorgenommen wer-

den.

421 Makrophagen-Reduktion

Die intraperitoneale Injektion der Clodronat-Liposomen bewirkte eine systemisch redu-
zierte Makrophagen-Anzahl sowie eine signifikante Verminderung der Makrophagen-
Infiltration im Tumorgewebe. Die systemische Reduktion von Makrophagen ist ein be-
reits durch zahlreiche Arbeitsgruppen gut beschriebenes Verfahren [106, 125].

Mithilfe dieses Verfahrens kann die Interaktion zwischen den TAM und dem Pankreas-
karzinom in vivo naher betrachtet werden. Eine signifikante Reduzierung der residenten
Makrophagen-Population wurde in den Lebern und Tumoren der Versuchstiere nach-
gewiesen. Da der Wirkmechanismus des Clodronates auf erfolgreicher Phagozytose
beruht, wozu Makrophagen unabhéngig von ihrer Aktivierung in der Lage sind, erfolgte
die Makrophagen-Reduktion unselektiv [106]. Es waren noch spezifischere Aussagen in
Bezug auf die Rolle der M2-Makrophagen durch die selektive Inhibition dieser Zellen zu
erzielen.

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass M2-TAM mit 80% den grofl3ten
Anteil der TAM im murinen Pankreaskarzinom stellen [78]. Ein Uberwiegen der M2-
Makrophagen wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, beispielsweise
beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom [77]. Somit hat das gewahlte Verfahren ei-
nen unselektiven Wirkmechanismus mit einem relevanten Effekt auf die M2-TAM-
Reduktion.

Das Clodronat bewirkt eine systemische Reduktion der Makrophagen. Es wurde ein
Injektionsschema entwickelt, bei welchem eine Reduktion der Makrophagen in Pan-
kreas- und Lebergewebe nachweisbar war.

Einen Ansatz fur eine TAM-selektive Antitumortherapie leistete die Arbeitsgruppe um Y.
Luo [126]. Sie fuhrten bei immunkompetenten Mausen mit duktalen Mammakarzinomen
eine Immunisierung gegen den Legumain-Rezeptor durch. Bei diesem Rezeptor handelt
es sich um eine Cystein-Protease, welche bei M2-TAM nachgewiesen wurde und von
ihnen stark exprimiert wird. M1-TAM besitzen den Legumain-Rezeptor nicht. Eine Re-

duzierung der M2-TAM konnte infolge der Immunisierung nachgewiesen werden. Die
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Tiere der geimpften Gruppe zeigten ein signifikant verlangertes Uberleben, ein geringe-
res Tumorwachstum und eine verminderte Tumorangiogenese [127]. Der Legumain-
Rezeptor ist nicht zellspezifisch. Er ist auch auf weiteren Oberflachen zu finden und auf
den Tumorzellen selbst stark hochreguliert [128]. Eine spezifische Betrachtung des Ef-
fektes auf die M2-Makrophagen ist allerdings nur begrenzt méglich, denn die Immunan-
twort richtete sich sowohl gegen die TAM als auch gegen die Tumorzellen.

4.2.2 Tumorwachstum und MMP-Sekretion unter TAM-Reduktion

Die Reduktion der Makrophagen fuhrte bei den Versuchstieren zu einer signifikant ver-
ringerten Tumorgrof3e im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Dabei war die geringere An-
zahl von Makrophagen mit einem schlechteren Tumorwachstum verbunden.

In Studien konnte gezeigt werden, dass ein vermindertes Tumorwachstum beim Pan-
kreaskarzinom mit dem Fehlen der M2-Makrophagen assoziiert war [78, 117]. Die M2-
Makrophagen waren bei Patienten mit Pankreaskarzinomen Pradiktoren fir ein starke-
res Tumorwachstum. Die Arbeitsgruppe von Yoshikawa, welche in humanen Pankreas-
karzinomen immunhistologisch M2-Makrophagen nachwies, konnte eine starke periphe-
re M2-Tumorinfiltration mit gréReren Tumoren und einer verkiirzten Uberlebensdauer
der Patienten in Verbindung bringen [117].

Das Tumorwachstum geht von der klonalen Expansion einer entarteten Zelle aus. Zu-
erst erfolgt die Proliferation maligner Zellen entlang der Basalmembran. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Invasion der malignen Zellen durch die Basalmembran [129].

Eine wichtige Rolle beim Tumorwachstum und seiner Infiltration spielen die Matrixme-
talloproteinasen. Durch die Degradation der EZM erhdhen diese das invasive Wachs-
tum von Tumorzellen [87]. Unter physiologischen Bedingungen werden niedrige Kon-
zentrationen von MMP produziert. Bei Entziindungen, Wundheilung und Tumorerkran-
kungen sind diese Enzyme jedoch stark erhoht. Bei Karzinomerkrankungen sind die
erhohten Spiegel mit der Reaktion des Mikromilieus verbunden [130]. Beim Wachstum
und der Invasion des Pankreaskarzinoms kommt es durch den Einfluss der MMP zur
Stérung der Basalmembran-Integritat [13]. Es wurde bereits gezeigt, dass eine erhdhte
MMP-Expression beim Pankreaskarzinom mit dem Grad der Basalmembran-Zerstorung
korreliert [131].

Die Monozyten und Makrophagen leisten einen grol3en Beitrag zur Produktion von
MMP im Tumorgewebe [90]. Sie exprimieren vor allem MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9
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und MMP-12 [91, 92]. In dieser Arbeit war die Betrachtung der MMP-Aktivitat in Abhan-
gigkeit zur Makrophagen-Infiltration von Interesse. Exemplarisch wurden die MMP-9
und die MMP-12 gewabhlt, da sie von Makrophagen und Monozyten produziert werden.
Die Expression und Aktivitat von MMP-9 ist in humanen Tumoren haufig erhéht und
korreliert mit fortgeschrittenen Tumorstadien. Deshalb kann diese Protease als unguns-
tiger Faktor fur die Tumorprognose angesehen werden und wurde in der vorliegenden
Arbeit naher analysiert [86]. Sowohl Pankreaskarzinomzellen als auch TAM kdnnen die
Produktion von MMP-9 induzieren [51].

Immunhistochemisch konnte ein Vorkommen der MMP-9 in den Pankreaskarzinomen
beider Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Die Makrophagen-Reduktion zeigte
jedoch keinen Unterschied in der MMP-9-Konzentration im Tumorgewebe.

Der MMP-9-Gehalt in den Seren der Versuchsgruppe mit Clodronat-Applikationen war
erhoht. Als Ursache dafir konnte die Rolle der MMP-9 als proangiogenetischer Faktor
diskutiert werden [80]. Die MMP-9 spaltet VEGF aus der EZM und bewirkt eine ver-
mehrte Angiogenese bei Pankreaskarzinomen [132]. Somit kanhn MMP-9 die VEGF-
Sekretion steigern. Es war eine erhdhte Serum-Konzentration an VEGF nachweisbar,
welche insgesamt mit den erhdhten MMP-9-Spiegeln korrelierte.

MMP-12 wird auch als Makrophagen-Metalloelastase bezeichnet, da dieses Enzym von
Makrophagen produziert wird [133, 134]. Daneben kénnen Tumorzellen, insbesondere
Pankreaskarzinomzellen MMP-12 bilden [135, 136]. Sie ist fuir den Abbau der Basal-
membran sowie flr die Invasion von Makrophagen in das Gewebe wichtig und spielt
deshalb beim Wachstum maligner Tumoren eine entscheidende Rolle [136-139].

Es wurde kein signifikanter Unterschied der MMP-12-Konzentration in beiden Versuchs-
tiergruppen ermittelt. Die Tumoren mit reduzierter TAM-Dichte hatten eine Tendenz zur
verminderten MMP-12-Produktion. Die Ursache dafiir kbnnte eine verminderte Expres-
sion des Enzyms in Abwesenheit der Makrophagen bei noch erhaltener MMP-12-
Produktion durch die Tumorzellen sein.

Den Einfluss der MMP-12 auf das Tumorwachstum untersuchten folgende Studien: Die
Arbeitsgruppe von Balaz et al. zeigte, dass erhdhte Expressionen der MMP-12 bei Pati-
enten mit Pankreaskarzinomen mit einer schlechteren Prognose verbunden waren
[138]. Im Gegensatz dazu war das vermehrte Vorkommen der MMP-12 im Kolonkarzi-
nom mit einer besseren Uberlebensrate verbunden [139]. MMP-12 aus humanen
squamdsen Vulvakarzinomzellen korrelierte mit aggressiverer Histologie und untersttitz-

te die Tumorausbildung. Dagegen war MMP-12, welches von TAM dieser Neoplasien
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produziert wurde, mit besser differenzierten Tumoren und einem besseren Uberleben
verbunden [136]. Diese Ergebnisse deuten an, dass die Effekte von MMP-12 auf die
Tumorprogression davon abhangen, von welchem Zelltyp es produziert wird [87]. Die
verschiedenen Tumorentitdten weisen hierbei Unterschiede auf.

Lui et al. zeigten, dass eine Co-Kultivierung mit M2-TAM signifikant die Aktivitat von
Matrixmetalloproteinasen in Pankreaskarzinomzellen erhdht [140]. Diese Ergebnisse
deuten eine Wechselwirkung zwischen TAM, vor allem den M2-TAM, und MMP in Tum-
orgeweben an. In unserer Arbeit hatte die Makrophagen-Reduktion jedoch keinen signi-
fikanten Einfluss auf den MMP-9- und den MMP-12-Gehalt.

Die Inhibition der MMP hat nach vielversprechenden in-vivo- und in-vitro-Versuchen,
bisher in klinischen Studien bei Pankreaskarzinom-Patienten keinen Vorteil erbracht [9,
135].

Ein Therapieansatz mit MMP-Inhibitoren mit und ohne Kombination mit Gemcitabin hat
das Patienten-Uberleben nicht verbessert. Das kann an der nahen Verwandtschaft der
MMP und der fehlenden Spezifitat ihrer derzeitig bekannten Inhibitoren liegen [9, 141,
142].

Somit sind weitere Anstrengungen und Studien erforderlich, insbesondere eine genaue
Betrachtung der Interaktion von TAM und MMP, wenn die MMP trotz ihrer unterschiedli-
chen Rolle innerhalb der verschiedenen Tumorentitaten, potentielle Therapieansatze fur

das Pankreaskarzinom, bieten sollen.

4.2.3 Tumorangiogenese unter TAM-Reduktion

Das Wachstum eines Primartumors und dessen Metastasierung ist abhéngig von der
Angiogenese [143]. Verstarktes Tumorwachstum setzt erst mit dem Einsprossen von
GefalRen ein und die Grol3e einer Vielzahl von Tumoren korreliert mit ihrer Gefal3dichte.
Die Mechanismen, die einer tumorassoziierten Angiogenese zugrunde liegen, haben
somit fir die onkologische Forschung einen hohen Stellenwert.

Die Mikrogefal3dichte im Pankreaskarzinom ist vergleichsweise gering und macht die-
sen Tumor besonders abhangig von der Angiogenese [51]. M2-Makrophagen sind da-
bei potente Angiogenese-induktoren [144, 145]. Beim Leberzellkarzinom, beim Bla-
senkarzinom und beim Bronchialzellkarzinom zeigte sich eine positive Korrelation zwi-
schen Gefalldichte und TAM-Infiltration [113, 146, 147]. In-vitro-Studien konnten zei-
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gen, dass TAM ein grol3es Spektrum an Zytokinen und Wachstumsfaktoren produzieren
konnen, die eine proangiogenetische Wirkung haben [148].

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Zusammenhange beim syngenen orthotopen
Pankreaskarzinom unter TAM-Reduktion naher betrachtet. Zur immunhistologischen
Beurteilung der Angiogenese wurde der Oberflachenmarker CD-31 gewahlt. Es zeigte
sich, dass die Reduktion der TAM-Infiltration deutlich die Mikrogefal3dichte im
Tumorgewebe verringerte. Die TAM stellen einen wichtigen Faktor fur die Angiogenese
des murinen Pankreaskarzinoms dar. Der genaue Mechanismus ihrer
proangiogenetischen Wirkung konnte mit der durchgefihrten Untersuchung nicht
vollkommen erschlossen werden.

Als MalR3 der angiogenetischen Aktivitdt wurde in den Seren und im Tumorgewebe eine
VEGF-Quantifizierung durchgefuhrt. VEGF kann sowohl von Tumorzellen, als auch von
Makrophagen gebildet werden. Auch im Pankreaskarzinomgewebe werden VEGF und
seine Rezeptoren exprimiert [9, 149].

Der VEGF-Gehalt im murinen Pankreaskarzinom zeigte immunhistochemisch eine
hohere Expression in den Tumoren mit TAM-Reduktion. In den Seren der Gruppe mit
TAM-Reduktion war ein Trend zu hoheren VEGF-Konzentrationen nachweisbar. Bei
geringerer Tumorangiogenese fand sich eine erhthte Konzentration von VEGF sowohl
systemisch als auch in den Tumoren der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion.

VEGF kann die Infiltration von Makrophagen steigern, indem es deren Migration
stimuliert [150]. Makrophagen weisen VEGF-Rezeptoren auf [151]. Dineen et al. konn-
ten mithilfe eines Antikorpers, welcher die Interaktion von VEGF mit seinem Rezeptor
blockiert, eine signifikante Hemmung der Makrophagen-Infiltration im murinen Pankre-
askarzinom erreichen [151].

Beim humanen Mammakarzinom besteht ebenfalls eine positive Korrelation zwischen
der VEGF-Expression und der Makrophagen-Infiltration [152]. Als mogliche Ursache
der, in dieser Abreit gefundenen, erhbhten VEGF-Konzentration im Tumorgewebe und
in den Seren kann seine Rolle als angiogentischer Faktor diskutiert werden. Daneben
kann auch eine Induktion des VEGF als Chemoattraktant unter Makrophagen-
Reduktion von Bedeutung sein.

Die geringe MikrogefélRdichte des Pankreaskarzinoms beginstigt die Entstehung von
minderperfundierten Tumorarealen [51]. Da Tumore oft rasch wachsen und die Kapazi-
tat des ursprunglichen Gewebegefal3netzes sehr schnell nicht mehr ausreicht, wird das

Tumorgewebe hypoxisch [153]. Hypoxische Zustdnde und Nahrstoffarmut bewirken den
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»angiogenic switch®, dies bedeutet die Bildung neuer Blutgefal3e im Tumorgewebe [97].
Hypoxie wird dabei als starker Einfluss auch auf die Angiogenese des Pankreaskarzi-
noms angesehen [154]. Hypoxische Tumorzellen sezernieren VEGF und kdnnen somit
die Angiogenese induzieren [98, 155]. Auch Pankreaskarzinomzellen sind unter Hypo-
xie hochpotente VEGF-Produzenten [156]. Des Weiteren besteht die Annahme, dass es
einen Zusammenhang zwischen Hypoxie-induzierter VEGF-Expression, Tumorangio-
genese und Proliferation gibt [157].

Die Tumoren der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion zeigten eine verminderte Mikro-
gefalldichte bei deutlich erhhter VEGF-Expression. Makroskopisch zeigten die Tumore
der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion im Verhaltnis zu ihren Volumina deutlich gr6-
Bere zentrale Nekrose-Areale als die der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse waren auf-
grund der geringen Versuchstierzahl nicht signifikant. Sowohl die geringere Gefal3dich-
te, als auch die vergrol3erten Nekrose-Areale sind Hinweise auf eine vermehrte Hypoxie
in den Tumoren. In der Arbeitsgruppe wurde in weitergehenden Versuchen gezeigt,
dass die 6606-PDA-Pankreaskarzinomzellen in vitro unter Hypoxie verstarkt VEGF se-
zernieren [158]. Die Hypoxie stellt somit einen weiteren Erklarungsansatz fur die erhoh-
te VEGF-Konzentration in der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion dar.

Ein hoher VEGF-Gehalt korreliert mit einer vermehrten Mikrogefal3dichte im Pankreas-
karzinom sowie mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einem geringeren Uber-
leben [149, 159]. Der monoklonale VEGF-Antikdrper Bevacizumab wurde in Kombinati-
on mit Gemcitabin in einer Phase-II-Studie beim Pankreaskarzinom mit positiven Er-
gebnissen getestet [160]. Fiur das Mammakarzinom wurde bereits gezeigt, dass die
Elimination von TAM im Tumormikromilieu die Tumorangiogenese reduzieren konnte
[127].

Um einen signifikanten Effekt auf die Tumorangiogenese zu erzielen, sollte nicht nur
VEGF antagonisiert werden, sondern zusatzlich die Reduktion von TAM erfolgen. Hier-
mit kénnte moéglicherweise eine potentere Hemmung der Angiogenese beim Pankreas-
karzinom bewirkt werden.

Zusammenfassend kann der hohere VEGF-Gehalt in den Tumoren mit verminderter
Makrophagen-Infiltration als Ausdruck der Tumorhypoxie und fehlenden Mikrovaskulari-
sation sowie als Versuch der Makrophagen-Rekrutierung interpretiert werden.
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424 Einfluss der TAM-Reduktion auf die MCP-1-Sekretion

MCP-1 ist ein potenter chemotaktischer Faktor in der Regulation von Migration und In-
filtration von Makrophagen und Monozyten. Es wird als wichtigstes Chemokin fur die
Rekrutierung von Makrophagen in das Tumormikromilieu angesehen [161]. Erhéhte
MCP-1-Konzentrationen gehen in vielen Studien mit einer erhdhten Infiltration von TAM
sowie vermehrter Angiogenese und einer schlechten Tumorprognose einher [162-164].
Bei Patienten mit Pankreaskarzinomen korrelieren erh6hte MCP-1-Level mit einer ver-
mehrten Makrophagen-Infiltration und einer erhéhten Proliferationsrate [165].

Der MCP-1-Gehalt in den Seren der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion war signifikant
erhoht. In beiden Versuchsgruppen wurde MCP-1 im Tumorgewebe nachgewiesen,
wobei sich in der Gruppe mit TAM-Reduktion eine leicht erhghte Expression zeigte.
Aufgrund seiner Rolle als starkster Makrophagen-Mediator kdnnten die signifikant er-
hohten MCP-1-Level als Folge der stark verminderten Makrophagen-Population inter-
pretiert werden [166]. Unter TAM-Reduktion waren trotz erhohter MCP-1-Sekretion kei-
ne vermehrte TAM-Infiltration und kein verstarktes Tumorwachstum zu verzeichnen.
MCP-1 wird von Tumorzellen und von anderen Zelltypen wie beispielsweise Endothel-
zellen, Epithelzellen und Fibroblasten produziert [167, 168]. Es kann kontinuierlich se-
zerniert, aber auch zusétzlich induziert werden. Ausldser fur die Induktion kann oxidati-
ver Stress sein [169]. Dieser war in Form von Hypoxie in den Tumoren der Versuchs-
gruppe mit Makrophagen-Reduktion gegeben und kénnte als Ursache einer vermehrten

MCP-1-Induktion in Betracht gezogen werden.

4.2.5 Orthotope Pankreastumore zeigen einen hohen Gehalt an IL-10 und IL-4

IL-10 ist ein wichtiges immunmodulatorisches Zytokin mit antiinflammatorischen
Eigenschaften. Es reduziert die Antigenprasentation der Makrophagen und inhibiert die
T-Zellaktivitat [170]. Makrophagen selbst konnen IL-10 produzieren und haben auch
einen IL-10-Rezeptor [171]. Es ist in vielen Tumoren hochreguliert und hohe Spiegel
gehen mit einem Tumorprogress einher [172]. Ebenfalls wird eine Verstarkung der
tumorwachstumsférdernden Aktivitat der M2-Makrophagen durch IL-10-Interaktion beim
Pankreaskarzinom beschrieben [140]. Die Induktion der M2-Polarisation erfolgt unter
anderem durch IL-4 und IL-10 [66, 71, 73].
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In der vorliegenden Arbeit wiesen die murinen Pankreaskarzinome beider
Versuchsgruppen einen hohen Gehalt an IL-10 auf. Die Reduktion der TAM-Infiltration
hatte dabei keinen signifikanten Effekt auf die IL-10-Konzentration im Tumorgewebe
und war mit einem geringeren Wachstum und einer geringeren Angiogenese
verbunden. Aufgrund der Makrophagen-Reduktion konnte IL-10 eine geringere M2-
Polarisation bewirken. Ein indirekter Einfluss des IL-10 auf das Tumorwachstum utber
die Differenzierung der M1- in M2-Makrophagen kénnte einen Erklarungsansatz daftr
darstellen.

IL-4 ist, wie IL-10, ein Zytokin aus der Familie der Interleukine. Die alternative
Aktivierung von Makrophagen zum M2-Phéanotyp wird maf3geblich durch IL-4 induziert
[173]. Es wird von Th2-Lymphozyten sezerniert und kann in murinen Makrophagen die
Expression des Mannose-Rezeptors hochregulieren [71]. Pankreaskarzinome
exprimieren ebenfalls eine hohe Dichte von IL-4-Rezeptoren [174].

In vitro zeigte diese Arbeit, dass die 6606-PDA-Tumorzellen in der Lage sind,
Makrophagen in den M2-Phanotyp umzuwandeln. Durch den Nachweis von IL-4 in den
Tumoren konnte ein Induktor der alternativen Aktivierung ermittelt werden. Die
Reduktion der Makrophagen hatte dabei keinen signifikanten Einfluss auf den
nachgewiesenen IL-4-Gehalt im Tumorgewebe. In beiden Versuchsgruppen wurden
ahnlich hohe Werte gemessen.

Aufgrund seiner wichtigen Rolle bei der Makrophagen-Aktivierung kénnte auch IL-4 ein
Ansatzpunkt fir neue Therapien stellen. Shimamura et al. zeigten im Mausmodell, dass
eine Kombinationstherapie aus IL-4-Rezeptor-Zytotoxin und Gemcitabin eine
Proliferationshemmung der Pankreaskarzinomzellen und ein langeres Uberleben der
Versuchstiere bewirkte [175]. Zukinftige Studien sollten deshalb auch den Effekt der IL-
4-Antagonisierung auf die TAM betrachten und konnten somit gleich mehrere

Mechanismen einer solchen Behandlung aufzeigen.
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4.3 Offene Fragen und Schlussfolgerungen

Das Pankreaskarzinom ist eine bdsartige Erkrankung, fir deren Therapie nach wie vor
nur begrenzte MalRnahmen zur Verfigung stehen. Ein préziseres Verstandnis der Pa-
thogenese ist daher von groRer Wichtigkeit. Durch die TAM-Reduktion konnte der signi-
fikante Einfluss der M2-Makrophagen auf das Tumorwachstum und die Angiogenese
umfassend betrachtet werden. Vor allem die gezieltere Reduktion der M2-TAM, bei-
spielsweise durch die Entwicklung neuer ,Biologika“ gegen Oberflachenstrukturen der
M2-TAM, stellt fur die Zukunft eine wichtige Therapieoption dar. Dabei ist es eine be-
sondere Herausforderung, definierte Oberflachenstrukturen der M2-Makrophagen zu
identifizieren. Wahrend in der Fachliteratur eine Vielzahl an Fahigkeiten der M2-
Makrophagen beschrieben ist und diese durch ihre Stoffwechselaktivitidten spezifisch
identifiziert werden kdnnen, ist man sich bei ihrer Definition anhand von Oberflachen-
markern uneinig. Fur einige Arbeitsgruppen sind M2-Makrophagen durch CD68, CD163
und CD204 definiert [116, 118]. Dies sind jedoch Strukturen, die auch auf der Oberfla-
che vom M1-Makrophagen beschrieben werden [176]. Ein anderer Ansatzpunkt wére
der Legumain-Rezeptor, welcher zwar auf mehreren Oberflachen (proliferative En-
dothelzellen, Kolorektale Karzinomzellen und Mammakarzinomzellen) vorkommt, je-
doch auch von M2-TAM stark exprimiert wird und somit perspektivisch fir eine selektive
Hemmung der M2-TAM in Betracht gezogen werden kann [177].

Die Antagonisierung fihrender Interleukine der Differenzierung von M1- in M2-TAM
konnten in weiterfihrenden Studien ein Ansatzpunkt sein. So wére es von grofem Inte-
resse zu untersuchen, ob eine Hemmung der Differenzierung von M1- in M2-
Makrophagen zu einer Immunantwort der Makrophagen innerhalb des Tumors flihren
wirde und somit eine Hemmung des Tumorwachstums und der Angiogenese mdglich
ware. Denn in vitro konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Prolife-
rationshemmung der Pankreaskarzinomzellen durch M1-Makrophagen stattfindet. Eine

Mdglichkeit diesen Effekt in vivo zu erzeugen, ware somit vielversprechend.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit befasste sich mit dem Einfluss der tumorassoziierten Makrophagen (TAM)
auf die 6606-PDA-Pankreaskarzinomzellen in vivo und in vitro.

Bei der Betrachtung der Interaktion zwischen Tumorzellen und Makrophagen in vitro
zeigte sich, dass die Pankreaskarzinomzellen ein Milieu erzeugten, in dem sich M1-
Makrophagen zu M2-Makrophagen differenzierten.

Des Weiteren wurde anhand des Vitalititsassays nachgewiesen, dass M2-
Makrophagen einen stimulierenden Effekt auf die Tumorzellproliferation hatten, wah-
rend M1-Makrophagen die Tumorzellproliferation hemmten.

Im Mausmodell wurde der Einfluss der Makrophagen untersucht. Hierbei wurde die In-
filtration von Makrophagen in das Pankreaskarzinom nachgewiesen. Durch medikamen-
tose Makrophagen-Reduktion wurde signifikant die Rekrutierung von Makrophagen in
die Pankreaskarzinome der Versuchstiere verringert. Unter Reduktion der TAM kam es
zu einem signifikant verminderten Tumorwachstum und zu einer deutlich verringerten
Tumorangiogenese.

Fur das Tumorwachstum sind MMP wichtige Voraussetzung. Der Gehalt von MMP-9
und MMP-12, welche von Makrophagen produziert werden kdnnen, ergaben keinen
signifikanten Unterschied in beiden Versuchsgruppen. Hier muss die Fahigkeit der Tu-
morzellen, diese Enzyme selbst zu produzieren, als mdgliche Ursache flr die ahnlich
hohe Expression trotz Reduktion der TAM-Infiltration diskutiert werden.

Die Bestimmung von VEGF in den Tumoren und in den Seren der Versuchstiere ergab
einen Anstieg dieses Wachstumsfaktors in der Gruppe mit Makrophagen-Reduktion.
Der hohere VEGF-Gehalt in den Tumoren mit verminderter Makrophagen-Infiltration
kann als Ausdruck der Tumorhypoxie und der fehlenden Mikrovaskularisation sowie als
Versuch der Makrophagen-Rekrutierung interpretiert werden.

Die Betrachtung der Interleukin-Expression unter Makrophagen-Reduktion zeigte, dass
MCP-1 im Serum der Versuchsgruppe mit TAM-Reduktion signifikant erhéht war. Eben-
falls wurde in den Tumoren selbst ein hoher Gehalt an MCP-1 nachgewiesen. MCP-1
ist ein sehr potenter Mediator der Makrophagen-Migration. Seine Expression kénnte als
Folge der verminderten Makrophagen-Population ebenfalls kompensatorisch erhoht

gewesen sein.
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Zusammenfassung

Mit dem Nachweis von IL-4 und IL-10 im Tumorgewebe, auch unabhéngig von der
Infiltration durch Makrophagen, konnte die Préasenz zweier wichtiger Induktoren der
alternativen Makrophagen-Aktivierung bewiesen werden. Dies stitzt die Hypothese,
dass die Differenzierung der M2-Makrophagen im Tumorgewebe selbst stattfindet.

Das Pankreaskarzinom ist eine maligne Erkrankung, fir deren Therapie nach wie vor
nur begrenzte Malinahmen zur Verfigung stehen. Ein praziseres Verstandnis der Pa-
thogenese ist daher von grol3er Wichtigkeit. Durch ndahere Betrachtungen des Tumor-
mikromilieus und der Wechselwirkungen zwischen Immunsystem und Tumorzellen
konnte es moglich sein, neue therapeutische Ansatze fur die Behandlung von Patienten
mit einem Pankreaskarzinom zu generieren. Insbesondere kénnte die Hemmung der
M2-Makrophagendifferenzierung sowie die Induktion von M1-Makrophagen im Tumor

fur die Therapie des Pankreaskarzinoms ein vielversprechender Ansatz sein.
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