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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Adenokarzinom des Pankreas

1.1.1 Epidemiologie und Prognose

Tumorerkrankungen sind der modernen Medizin nach wie vor eine Herausforderung.
Bei vielen Krebserkrankungen ist es in den letzten 30 Jahren zu einem deutlichen
Anstieg der Uberlebensraten gekommen - allerdings nicht beim Adenokarzinom des
Pankreas (im Folgenden als Pankreaskarzinom bezeichnet) (Siegel et al. 2012), das im
fortgeschrittenen Stadium noch immer eine infauste Prognose aufweist. Trotz der
relativ geringen Inzidenz des Pankreaskarzinoms im Vergleich zu anderen
Tumorneuerkrankungen (prozentualer Anteil an allen Tumorerkrankungen im Jahr
2010: 3,6 % bei Mannern und 3,2 % bei Frauen) (RKI 2013), stellt es aufgrund der
schlechten Prognose sowohl in Deutschland als auch global die vierthaufigste
Krebstodesursache dar (RKI 2012; Siegel et al. 2012).

Nach Studien des Robert-Koch-Instituts (RKI) lag die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR)
im Zeitraum 2009/2010 nur bei 8 % (RKI 2013). Die schlechte Prognose ist darauf
zurickzufiihren, dass das Karzinom meist erst in einem sehr fortgeschrittenen Stadium
klinisch auffallig wird und ein schlechtes Therapieansprechen auf konventionelle
Radio- und Chemotherapie zeigt (Olive et al. 2009).

Ab dem 60. Lebensjahr steigt die Erkrankungsrate stetig an (lodice et al. 2008; RKI
2013). Es findet sich eine gering héhere Erkrankungsrate bei Mannern (RKI 2013) und
Menschen afrikanischer Herkunft (National Cancer Institute 2012). Weniger
Pankreaskarzinomfélle sind dagegen bei Menschen asiatischer Abstammung

beschrieben (National Cancer Institute 2012).

1.1.2 Risikofaktoren

Der etablierte Hauptrisikofaktor zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms ist der
Tabakkonsum. Dieser ist Gegenstand der vorliegenden Dissertation und wird unter
Kapitel 1.2 noch einmal genauer betrachtet. Die meisten Studien konnten einen
zweifachen Anstieg des Risikos durch den regelméafligen Konsum von Zigaretten
nachweisen (Bosetti et al. 2012; lodice et al. 2008).
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Weitere Risikofaktoren sind hoher Alkoholkonsum (Duell 2012), fettreiche Erndhrung
und hoher Body-Mass-Index (Berrington Gonzalez et al. 2003; Gong et al. 2010).
Daruber hinaus ist eine positive familisre Anamnese (Pankreaskarzinom bei
mindestens zwei Verwandten 1. Grades) risikosteigernd (Odds Ratio = 1,76) (Jacobs
et al. 2010). Genetische Préadispositionen zur Entwicklung maligner Neubildungen des
Pankreas sind auRerdem das Peutz-Jeghers-Syndrom (Hearle et al. 2006; Su et al.
1999), die hereditdre Pankreatitis (Lowenfels et al. 1997), das familiare
Mammakarzinom (Noh et al. 2012) und das FAMMM-Syndrom (familidres atypisches
multiples Muttermal und Melanom) (Lynch et al. 2008).

Die chronische Pankreatitis gilt ebenfalls als Risikofaktor des Pankreaskarzinoms
(Duell et al. 2012; Lowenfels et al. 1993). Dagegen wird die akute Pankreatitis als
Frihsymptom des Karzinoms diskutiert (Munigala et al. 2014). Ob es sich beim
Diabetes mellitus um einen Risikofaktor oder ein Friihsymptom handelt, ist nicht geklart
(Elena et al. 2012; Li 2012; RKI 2013).

1.1.3 Pathologie

Mehr als 90 % der Neubildungen des Pankreas sind Adenokarzinome des exokrinen
Anteils (Klimstra 2007). Die Entstehung des duktalen Pankreaskarzinoms wird seit
1994 mit pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) in Verbindung gebracht
(Klimstra und Longnecker 1994).

Wie auch in der Pathologie des Cervix- und des Kolonkarzinoms wird beim
Pankreaskarzinom eine Dysplasie-Karzinom-Sequenz vermutet, bei dem die
fortschreitende Dysplasie der prakanzerdsen Lasionen durch Akkumulation bestimmter
molekularer Veranderungen letztlich zum Vollbild eines Adenokarzinoms fihrt (s.
Abbildung 1.1)(Maitra et al. 2003). Bei diesen molekularen Veréanderungen handelt es
sich um Mutationen in Protonkogenen, Tumorsuppressorgenen und DNA-
Reparaturgenen. Diese fihren zu einer Progression von gesundem Gewebe, hin zu
maligner Entartung mit unkontrolliertem Zellwachstum.

In 90 % der Falle von Pankreaskarzinomen lassen sich Mutationen im K-Ras (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog) Protoonkogen nachweisen (Almoguera et al.
1988; Hingorani et al. 2003; Smit et al. 1988; Wood und Hruban 2012). Ras gehdrt zur
Familie der G-Proteine und ist somit ein wichtiger Bestandteil der Signaltransduktion in
der Zelle. Die G-Proteine haben im inaktiven Zustand GDP gebunden. Durch den
Austausch von GDP gegen GTP mithilfe des gunanine nucleotide—exchange factors
(GEF) wird das Protein aktiv (Vetter und Wittinghofer 2001). Das GTP-bindende Ras
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kann weiterhin folgende Signalmolekille und Kaskaden aktivieren: Raf-MEK-ERK,
PIK3-Akt, RalGEF, PLC-PKC, Norel und Tiaml. Diese Kaskaden regulieren letztlich
den Zellzyklus, das Uberleben und die Differenzierung der Zelle (Cox und Der 2010).
Der aktive Zustand des Ras-Proteins (GTP) wird normalerweise tber die intrinsische
GTPase-Aktivitat wieder in den inaktiven tberfuhrt (GDP) (Vetter und Wittinghofer
2001). Durch eine aktivierende Punktmutation, meist im Codon 12 des K-ras-Gens ist
dieser Mechanismus gestort und das Protein liegt dauerhaft im aktivierten Zustand vor
(Hruban et al. 1993). Es kommt dadurch zu unkontrolliertem Wachstum der Zelle. Hier
liegt das onkogene Potential der Mutation, welches im Rahmen der Versuche dieser
Dissertation in einem Mausmodell genutzt wurde. Im Laufe der Progression zum
Pankreaskarzinom steigt die Wahrscheinlichkeit einer K-ras Mutation innerhalb der
Vorlauferlasionen von 36 %, tber 44 %, auf 87 % in PanIN-1a, -1b, und -2, -3-Lasionen
(Lohr et al. 2005).

Neben einer K-ras-Mutation lasst sich ein Verlust der p16 Funktion in ungefahr 95 %
der Pankreaskarzinome nachweisen (Attri et al. 2005; Li et al. 2011; Wood und Hruban
2012). Ein Verlust des Wild-Typ Allels fir p53 ist in circa 75 % der Karzinome
nachweisbar (Redston et al. 1994; Scarpa et al. 1993; Wood und Hruban 2012).
Dartber hinaus werden die Dysplasien von Mutationen im DPC4-Gen und BRCA
begleitet (Hahn et al. 1996; Hahn et al. 2003).

Die derzeitig gangige Klassifikation der PanIN-L&sionen geht auf Hruban et al. zurick.
In einem Artikel von 2001 beschreibt diese Arbeitsgruppe Diagnosekriterien zur
Einteilung von PanIN-la bis PanIN-3 (Hruban et al. 2001). Eine schematische
Darstellung der verschiedenen Stadien ist in Abbildung 1.1 zu sehen.

Ein normaler Dukt hat nach Hruban et al. kuboide Zellen und uniforme, runde
Zellkerne. Eine PanIN-la besitzt dagegen zylindrische Zellen und der Zellkern liegt
basal. Wenn sich die zylindrischen Zellen papillar in das Lumen vorwdlben, spricht man
von einer PanIN-1b. Hierbei ist die Polaritat noch erhalten. In der PanIN-2 kommt es
zum Verlust der Polaritat. Die Kerne stehen nicht mehr basal, sondern
pseudomehrreihig (Hruban et al. 2001). Auch nukle&re Polymorphien sind geringfligig
zu finden. Die Proliferationsrate in PanIN-2-Lasionen ist nur leicht erhéht (Sipos und
Henopp 2011).

PanIN-3-Lasionen reprasentieren das In-situ-Karzinom des Pankreas und werden auch
als high-grade-Lasionen bezeichnet. Sie weisen sowohl Kernatypien als auch einen
kompletten Verlust der Polaritat auf (Hingorani et al. 2003). Sehr haufig sind hier
Mitosen zu erkennen (Sipos und Henopp 2011).
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Abbildung 1.1: Dysplasie-Karzinom Sequenz des Pankreas.

Aus regelhaften Zellen des Pankreasganges entwickeln sich PanIN-Lasionen. Diese
werden zu verschiedenen Zeitpunkten von bestimmten Mutationen der genetischen
Information begleitet. Bereits frilh kommt es zu einer Mutation von K-ras. Darstellung

mit freundlicher Genehmigung aus: (Maitra et al. 2003).

Es ist noch immer unklar, ob sich PanIN-L&sionen aus duktalen Zellen entwickeln. So
stellen einige Studien die Vermutung auf, dass sich PanIN-L&sionen aus Azinus-Zellen
entwickeln koénnten. Die azindren Zellen verandern sich dabei metaplastisch zu
gangartigen Zellen. Dieser Vorgang wird azino-duktale Metaplasie (ADM) genannt. Ob
diese ADM weiter zu PanIN-L&sionen fortschreiten, oder ob es sich um eine separat zu
betrachtende Lasionsart handelt, ist Gegenstand der aktuellen Forschung.

So zeigten beispielsweise Zhu et al. in ihrer Studie von 2007, dass als frihste
Veranderung im P48"¢"®; LSL-KRAS®**"-Mausmodell (s. Kapitel 1.3) ADM-L&sionen
auftraten (Zhu et al. 2007). Im Gegensatz zu den duktalen Zellen waren diese stark
proliferativ. Daruber hinaus wiesen sie azindre Zellen in PanIN-L&sionen nach und
zeigten, dass frihe PanINs und ADMs ein &hnliches Expressionsmuster an
Wachstumsrezeptoren ausbildeten (Zhu et al. 2007). Aichler et al. wiesen in PanIN-
Lasionen eine positive Reaktion auf Trypsin-Marker nach, was ein Zeichen einer
azinaren Herkunft sein kdnnte (Aichler et al. 2012, S. 727).
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1.1.4 Symptomatik und Diagnostik

Das Pankreas liegt retroperitoneal und zeigt daher eine eher unspezifische
Symptomatik wie Gewichtsverlust, Erschopfung, abdominale Schmerzen sowie
Ruckenschmerzen (Porta et al. 2005). lkterus und Cholestase treten, durch eine
Stenosierung des Ductus choledochus, vermehrt beim Pankreaskopftumor auf (Porta
et al. 2005). AuRerdem kann als Symptom des Pankreaskarzinoms eine Neigung zu
Phlebothrombosen und Thrombophlebitiden vorliegen (Porta et al. 2005).

Wie bereits unter 1.1.2. beschrieben kénnte es sich bei einem neuauftretenden
Diabetes mellitus und einer akuten Pankreatitis um Frihsymptome des
Pankreaskarzinoms handeln (Chari et al. 2005; Duell et al. 2012; Munigala et al. 2014).
Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaft
(AWMF) empfiehlt in der Leitlinie zum Pankreaskarzinom von 2013 jeden neu
aufgetretenen schmerzlosen lkterus und jeden Oberbauch- oder Rickenschmerz bei
Patienten Uber 50 Lebensjahren, (bzw. bei Patienten unter 50 Lebensjahren mit
persistierenden Schmerzen oder weiteren Symptomen eines Pankreaskarzinoms)
sonographisch abzuklaren. Ebenfalls sollte eine akute Pankreatitis unklarer Genese
Uber dem 50. Lebensjahr eine weitere Diagnostik auslosen. Die aktuelle Studienlage
zum Thema Diabetes mellitus und Pankreaskarzinom wird als nicht eindeutig bewertet,
sodass ein neu aufgetretener Diabetes mellitus keine Pankreaskarzinom-Diagnostik
nach sich ziehen soll (AWMF 2013).

Zur Diagnose und Staging eines Pankreaskarzinoms sind die Ultraschall-, CT-, MRT-
und ERCP-Untersuchung sehr gut geeignet (AWMF 2013; Bronstein et al. 2004;
Karlson et al. 1999). Dabei ist die Ausbreitung des Tumors nach TNM-Klassifikation in
Bezug auf die Organgrenzen, die Beteiligung von Lymphknoten und das Auftreten von
Fernmetastasen zu beschreiben (Sobin et al. 2009). Eine Biopsie zur histologischen
Sicherung der Tumorentitdt erfolgt mittels endosonographisch-gesteuerter
Feinnadelbiopsie, wenn es differentialdiagnostisch das geplante Vorgehen &andern
konnte. Bei primar resektablen tumorverdachtigen Raumforderungen wird die priméare
Resektion angestrebt (AWMF 2013). Der Tumormarker CA 19-9 st als

Verlaufsparameter wahrend der Therapie aussagekraftig (Goggins 2005).
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1.1.5 Therapie

Die einzige Therapieoption mit dem Ziel der Kuration ist derzeit die komplette
chirurgische Resektion des Tumors. Allerdings sind nur ungeféahr 20 % der Tumore
lokal auf das Pankreas begrenzt und operabel (Rosewicz und Wiedenmann 1997).
Standard bei Tumoren im Pankreaskopf ist die partielle Duodenopankreatektomie (mit
oder ohne Pyloruserhalt) und bei Tumoren im Pankreasschwanz die
Pankreaslinksresektion (AWMF 2013).

Trotz einer kompletten R-0 Resektion ist die Prognose schlecht. Nach einem solchen
Eingriff liegt die 5-JUR bei circa 17 — 18 % (Cameron et al. 2006; Sohn et al. 2000;
Winter et al. 2006). Dabei ist die Prognose abhéngig vom Lymphknotenstatus (Riediger
et al. 2009). Nach Cameron et al. liegt die 5-JUR bei einem Lymphknotenbefall bei
14 %, ohne diesen bei 32 % (Cameron et al. 2006).

Um das Uberleben zu verbessern, wird nach der Operation eine adjuvante Therapie
angeschlossen. Sie zeigt signifikante Steigerungen der Uberlebensrate und der rezidiv-
freien Monate (Neoptolemos et al. 2004; Oettle et al. 2007). Dabei zeigen die
Chemotherapeutika 5-Fluoruracil (5-FU) und Gemcitabin &hnliche Ergebnisse
(mediane Uberlebenszeit nach OP plus Chemotherapeutikum ca. 23 Monate)
(Neoptolemos et al. 2010).

Ein mdglicher Nutzen einer neoadjuvanten Therapie ist bisher nicht ausreichend belegt
(Andriulli et al. 2012) und Gegenstand laufender Studien (AWMF 2013).

Ist der Pankreastumor bereits Uber die Organgrenzen fortgeschritten, kommen
palliative MaRnahmen zum Einsatz. Patienten in gutem Allgemeinzustand profitieren
von einer intensivierten Chemotherapie mit 5-FU, Leucovorin, Oxaliplatin und
Irinotecan (FOLFIRINOX) (Conroy et al. 2011). Gangobstruktionen oder
Magenausgangsstenosen kénnen mit Stents gelindert werden (Adler und Baron 2002;
Moss et al. 2006; Moss et al. 2007). Bei starken Tumorschmerzen kann, neben der
medikamentdsen Therapie nach dem WHO-Stufenschema (World Health Organisation

2014) auch ein Plexus-Block Linderung verschaffen (Wong et al. 2004).
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1.2 Rauchen als Risikofaktor

Nach neusten Zahlen der Europaischen Kommission sind ein Drittel der européischen
Bevolkerung Raucher (European Commission 2010). Dabei liegt Deutschland mit 25 %
im Mittelfeld. Selbst als Nichtraucher ist ein Viertel der Bevélkerung durch passives
Rauchen belastet (European Commission 2010).

Die Bedeutung dieses vermeidbaren Risikofaktors ist immens: 16 % der Todesfalle
tber dem 30. Lebensjahr in den USA und Europa sind durch eine Erkrankung bedingt,
welche durch das Rauchen ausgeltst wurde (World Health Organisation 2012).

Die WHO stuft Tabakrauch als Karzinogen ein und geht aktuell davon aus, dass 25 %
der Todesfédlle durch maligne Tumore mit Rauchen assoziiert sind (IARC Working
Group 2012).

Der Zusammenhang zwischen Rauchen und Lungentumoren ist dabei besonders grol3.
9 von 10 Bronchialkarzinomen bei Mannern sind auf den Konsum von Tabak
zurlckzuftiihren (RKI 2013). Dartber hinaus erhoht Rauchen auch das Risiko von
Osophagus-, Cervix-, Nieren-, Blasen-, Magen- und Pankreaskarzinomen (RKI 2013).
Eine Metaanalyse aus dem Jahre 2008 von Idoice et al. verglich 82 Risikostudien von
1950 bis 2007 (lodice et al. 2008). Die Arbeitsgruppe fand ein 75 % hoheres Risiko fur
Raucher als Nichtraucher am Pankreaskarzinom zu erkranken (lodice et al. 2008).
Einige Studien sprechen Rauchern gar ein zweifaches Risiko zu (Bosetti et al. 2012;
Duell 2012; Lowenfels und Maisonneuve 2005).

Dabei ist das Risiko abhéngig von der Menge des Tabakkonsums. Es steigt mit Anzahl
der gerauchten Zigaretten am Tag und Jahren des Nikotinabusus an (Bosetti et al.
2012; Lynch et al. 2009). Ungefahr 15 bis 20 Jahre nach Beendigung des Rauchens
sinkt das Risiko so weit ab, dass es ein Niveau wie bei Nichtrauchern erreicht (Bosetti
et al. 2012; Lynch et al. 2009). Insgesamt sind 20 — 30 % der Pankreaskarzinome auf
das Rauchen von Tabak zuriickzufihren (lodice et al. 2008).

Nicht nur der direkte Konsum von Tabak gilt als Risikofaktor. Auch das Kauen oder
Schnupfen von Tabak (Boffetta et al. 2008), sowie die Exposition mit Passivrauch
konnte als risikosteigernd fir maligne Entartungen des Pankreas nachgewiesen
werden (Vrieling et al. 2010).
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1.3 Tabakrauch und Karzinogenese

Uber 4000 verschiedene chemische Substanzen konnten bisher im Tabakrauch
identifiziert werden (National Toxicology Program 2011). Darunter befinden sich neben
dem psychisch wirksamen und abhangig machenden Nikotin (Pontieri et al. 1996) 70
wichtige karzinogene Stoffe wie Nitrosamine, polyzyklische Aromate, aromatische
Stickoxide, Amine, Aldehyde, Phenole und weitere organische und anorganische
Verbindungen (IARC Working Group 2012). Auch beim Kau- oder Schnupftabak sind
neben dem Nikotin verschiedene Karzinogene nachweisbar (IARC Working Group
2007). Uber die Lunge gelangt der inhalierte Rauch in den Kreislauf, wird metabolisiert
und erzielt somit eine systemische Wirkung (Benowitz et al. 2002; Hecht 1999). Auch
im Pankreas sind die karzinogenen Stoffe nachweisbar (Prokopczyk et al. 2002).

Der Weg von einer normalen zu einer eindeutig malignen Zelle bendétigt die Mutation
mehrerer Protoonkogene bzw. Tumorsuppressorgen (Vogelstein et al. 1988). Wie unter
Kapitel 1.1.3 erlautert, wird angenommen, dass auch in der Malignomentstehung des
Pankreas mehrere Veranderungen in der Zelle zusammentreffen missen, um ein
invasives Karzinom zu induzieren (Maitra und Hruban 2008).

Hanahan und Weinberg stellen in ihrem Review ,Hallmarks of cancer‘ von 2011
(Hanahan und Weinberg 2011) die Eigenschaften von malignen Tumorzellen
zusammen (s. Abbildung 1.2). Neben ungehemmter Proliferation, Resistenz gegen
Apoptose-Signale und wachstumsbeschrankende Faktoren, fihren sie Induktion von
Angiogenese und Metastasierung als Kennzeichen fur Krebszellen an.

Wie unter 1.4.1 erklart wird, fihrt Tabakkonsum zu Veranderungen in der DNA. Wenn
Mutationen den Bereich eines Protoonko- oder Tumorsuppressorgens betreffen, kann
es zu einer Induktion des oben beschriebenen malignen Verhaltens kommen (Hanahan
und Weinberg 2011). Neben der Interaktion mit der DNA werden auch Rezeptoren, und
letztlich deren Signalkaskaden, maligner Eigenschaften durch Tabakkonsum stimuliert
(s.1.4.2und 1.4.3).
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Abbildung 1.2: Eigenschaften von maligne entarteten Tumorzellen.

Sogenannte ,Markenzeichen® von malignen Zellen sind das Bestehen dauerhafter
Proliferationssignale, die Resistenz gegen Apoptose- und wachstumshemmenden-
Signale, Immortalitat und die Induktion von Angiogenese und Metastasierung.

Darstellung mit freundlicher Genehmigung aus: (Hanahan und Weinberg 2011).

Bisher haben einige Studien die Initiation eines Tumors durch hohe Mengen
karzinogener Stoffe des Tabakrauches untersucht. Die starken kanzerogenen
Substanzen DMBA und Nitrosamine wurden in Ratten und Mause direkt implantiert
bzw. Uber das Trinkwasser verabreicht. Diese Tiere zeigten eine Tumorinduktion
(Bersch et al. 2009; Dissin et al. 1975; Osvaldt et al. 2006; Rivenson et al. 1988; Rivera
et al. 1997). Nach einem Review von Wittel et al. aus dem Jahr 2008 liegen die in
diesen Modellen erreichten Konzentrationen der Karzinogene jedoch weit Uber den
Mengen, die Uber das Rauchen aufgenommen werden kénnen (Wittel et al. 2008). Um
die Pankreas-Tumorinduktion unter Zigarettenrauch im Menschen realitdtsnaher im
Mausmodell abbilden zu kénnen, exponierten Wittel et al. 2006 Wildtyp-Mause 3
Monate lang mit volatilem Tabakrauch (Wittel et al. 2008). Die Arbeitsgruppe fand
fibrotische und entziindliche Veranderungen aber keine Vorlauferlasionen im Sinne
einer Tumorinduktion (Wittel et al. 2006; Wittel et al. 2008).
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1.4 Effekte von Tabakrauch auf zellularer Ebene

1.4.1 DNA-Schaden

Die Nitrosamine 4-Methylnitrosamino-1-3-pyridyl-1-butanone werden durch das
Cytochrom-P450-System verstoffwechselt (Hecht 1999; Momi et al. 2012a). Dabei
kommt es zu einer a-Hydroxylierung, wodurch Zwischenprodukte entstehen, die
methylierend und pyridyloxobutylierend auf die DNA wirken (Hecht 1999; Thomson et
al. 2003). Diese Addukte verandern die Struktur der DNA, sodass der genetische Code
vom urspriinglichen Aufbau abweicht. Diese Mutationen sind bei Rauchern sowohl in
der Lunge (Phillips und Goodman 2009) als auch im Pankreas nachweisbar (Blackford
et al. 2009; Momi et al. 2012a; Tang et al. 2013; Wang et al. 1998).

Neben der Methylierung kommt es durch Radikale im Tabakrauch auch zu
Einzelstrangbrichen der DNA (DeMarini 2004). Wenn auf jedem der zwei
gegeniberliegenden Strange eine Bruchstelle entsteht, kénnen Doppelstrangbriiche
(DBS) entstehen (Jeggo und Lobrich 2007; Kastan und Bartek 2004; Toyooka und
Ibuki 2009). Dadurch kénnen ebenfalls Protoonkogene oder Tumorsupressorgene
mutagen verdndert werden (Hussain et al. 2003). DSB kénnen auf3erdem entstehen,
wenn wahrend der Reparatur oder Replikation eines geschadigten DNA-Stranges die
Transkriptionsgabel kollabiert (Jeggo und Lébrich 2007).

Blackford et al. betonen in ihrer Analyse der Rauch-induzierten Mutationen am
Pankreas, dass die Mutationen der Proben keinem bestimmten Muster entsprachen,
sondern in verschiedensten Genen auftreten konnten (Blackford et al. 2009). Bereits
1989 beschrieben Belinsky et al., dass die Methylierung der DNA auch das
bedeutsame Protoonkogen K-Ras betreffen kann (Belinsky et al. 1989; Belinsky et al.
1990). Auch Hruban und Fryzek beschreiben diesen epidemiologischen
Zusammenhang von Raucherstatus und K-Ras Mutation im Pankreaskarzinom (Fryzek
et al. 2006; Hruban et al. 1993). Hruban fand in einer Untersuchung einen hdheren
Anteil K-Ras positiver Karzinome bei Rauchern. Fryzek bestatigte, dass
Pankreaskarzinom-Patienten ohne K-Ras Mutation meist Nichtraucher seien. Eine
Schadigung der DNA kann ebenso das p53-Gen betreffen, welches, wie unter 1.1.3
beschrieben, ebenfalls ein wichtiger Punkt der Tumorentstehung im Pankreas ist
(Pfeifer et al. 2002).

Ein DNA-Schaden in Form eines DSB fuhrt zur Autophosphorylierung der Serin-
Proteinkinase Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) (Bakkenist und Kastan 2003). Das

dimere Protein zerfallt dadurch in Monomere und aktiviert iber Phosphorylierung unter
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anderem die Proteine p53, NBS1 BRCA1 und SMC1 (Bakkenist und Kastan 2003;
Kastan und Bartek 2004). Dies fihrt letztlich zur Aktivierung der DNA-
Reparaturmechanismen, zum Zellzyklusarrest und Einleitung der Apoptose (Bakkenist
und Kastan 2003; Kastan und Bartek 2004; Lee und Paull 2007; Oleson et al. 2014;
Shiloh 2006).

Das Protein ATR wird durch alle Stressfaktoren der Zelle aktiviert, die ein Fortschreiten
der Replikationsgabel verhindern (Kastan und Bartek 2004). Dabei ist ATR auch in der
Reaktion auf DSB involviert, indem sich ATM und ATR teilweise beeinflussen und Uber
parallele Signalkaskaden funktionieren (Kastan und Bartek 2004; Shiloh 2006). So
fihren p-ATM wie auch p-ATR zur Phosphorylierung des Histon-Protein H2AX (Shiloh
2006). Das aktivierte Histon-Protein Phospho-Histon-H2AX (y-H2AX) zeigt die Position
des DNA-Schadens an und dient dadurch als Wegweiser fiur DNA-Reparaturproteine
(Nakamura et al. 2010; Paull et al. 2000). Die Arbeitsgruppen Albino et al. und Toyoka
et al. zeigten, dass in pulmonalen Zellen die Exposition mit Tabakrauch zur
Phosphorylierung von H2AX fuhrt (Albino et al. 2004; Toyooka und lbuki 2009).

1.4.2 Proliferation

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass es unter Einfluss von Inhaltsstoffen
des Tabakrauchs zu einer gesteigerten Proliferation exponierter Zellen kommen kann.
So zeigten beispielsweise implantierte Lungentumorzellen unter Nikotin-Injektionen ein
hoheres Tumorgewicht und mehr Metastasen (Davis et al. 2009) und
Kolonkarzinomzellen unter Nitrosamin-Exposition ein gesteigertes Wachstum (Wu et
al. 2005). Ungehemmtes Wachstum ist das grundlegende Zeichen fur Malignitat und
wird durch vermehrte Aktivitdt der Wachstumssignalkaskaden, aber auch durch eine
Resistenz gegeniiber Apoptose-Signalen ausgeldst (Hanahan und Weinberg 2011).
Nikotin und Nitrosamine aktivieren Wachstumssignalkaskaden tber den a-7-nicht-
neuronalen-nikotinergen-Acetylcholin-Rezeptor (a7-nAChR) (Jull et al. 2001). Die
Aktivierung des Rezeptors fiihrt Uber den Raf/ERK/MAP-Kinase-Weg letztlich zu einer
Phosphorylierung von weiteren Protoonkogen wie c-myc und somit zur gesteigerten
Proliferation der Zelle (Dasgupta et al. 2006; Jull et al. 2001; Shi et al. 2012; Upham et
al. 2008).

Auch der B2-Rezeptor steht in Verdacht durch den Tabakkonsum aktiviert zu werden.
So zeigten Wu et al., dass Nitrosamine Uber den 2-Rezeptor die cAMP-Konzentration
in Lungenkarzinomzellen steigerten und somit die Proliferation der Zelle induzierten

(Wu et al. 2005). Eine Resistenz gegenuber Apoptose-Signalen kann ebenfalls durch
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Nikotin ausgeldost werden. So berichten Tsurutani et al.,, dass Nikotin das NFkB-
abhangige Uberleben von Lungentumorzellen fordert (Tsurutani et al. 2005).

1.4.3 Angiogenese

Im adulten, gesunden Organismus ist die Angiogenese weitgehend inaktiv. W&hrend
der Wundheilung oder dem Zyklus der Frau wird sie wieder aktiviert (Hanahan und
Folkman 1996). Kennzeichen einer neoplastischen Veranderung ist neben autonomem
Wachstum auch die vermehrte Blutversorgung des Tumors (Folkman 1990; Hanahan
und Weinberg 2011). Schon recht friih in der Tumorentstehung kommt es zu einer
gesteigerten Angiogenese mit Bildung und Einsprossung neuer Mikrogefalie
(Kapillaren, Arteriolen, Venolen) (Hanahan und Folkman 1996; Raica et al. 2009). Nur
so kann ein Tumor eine ausreichende Nahrstoff- und Sauerstoff-Versorgung fir das
starke Wachstum sicherstellen (Hanahan und Weinberg 2011).

Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass Nikotin sowohl in Tumor-,
als auch in gesundem Gewebe die Angiogenese aktivieren kann. Eine der ersten
Studien, die Nikotin erfolgreich in Verbindung mit einer gesteigerten Angiogenese
brachte, war eine in vitro Analyse pulmonaler Endothelzellen von Rindern der
Arbeitsgruppe Villablanca et al. In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass
Nikotin, Uber nACh-Rezeptoren Endothelzellen zum Wachstum anregt (Villablanca
1998).

In einer Untersuchung von Heeschen und Kollegen wiesen sie nach, dass
Lungentumore in vivo unter Einfluss von Nikotininjektionen mehr Kapillaren ausbilden
und eine groRere Tumormasse erreichen (Heeschen et al. 2001). Fir die Ausbildung
neuer GefalRe werden Endothelzellen und Fibroblasten bendtigt. Nikotin aktiviert Gber
den bereits unter 1.4.2 erwahnten a7-nACh-Rezeptor (Heeschen et al. 2002) die
Expression des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Fibroblast Growth
Factor (FGF) (Carty et al. 1996; Inamine et al. 2012; Ng et al. 2007; Shin et al. 2005;
Shi et al. 2012) und somit die Vaskulogenese. Dartber hinaus lassen sich unter
Nikotinexposition vermehrt endotheliale Vorlauferzellen im Knochenmark und im
Gewebe nachweisen (Heeschen et al. 2006; Natori et al. 2003; Sugimoto et al. 2007).
Weiterhin steigert Nikotin Uber eine Aktivierung der Cyclooxygenase 2 die
Prostacyclinsynthese (Boutherin-Falson und Blaes 1990; Shin et al. 2005) und die
Freisetzung des gefalRerweiternden Stickstoffmonoxids (Clouse et al. 2000).

Eine zusammenfassende schematische Darstellung, der in dieser Arbeit untersuchten
Effekte von Tabakrauch auf die Zelle, findet sich in Abbildung 1.3.
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Abbildung 1.3: Effekte von Tabakrauch auf zellularer Ebene.

Dargestellt sind die Effekte von Tabakrauch, die im Rahmen dieser Dissertation
untersucht wurden. Nitrosamine filhren zu Addukten in der DNA. Uber den p2-Rezeptor
aktivieren sie die Bildung von cAMP und somit die Proliferation. Der a7-nACh-Rezeptor
wird durch Nitrosamine und Nikotin angeregt. Dies fuhrt Uber die Aktivierung des
Raf/ERK/MAP-Kinase-Weg zur Proliferation und Uber die Bildung von VEGF zur

Angiogenese.

1.5 P48"C™: | SL-KRAS®**P-Mausmodell

Fur die Untersuchungen dieser Dissertation wurde als etabliertes Modell der
Karzinogenese des Pankreaskarzinoms, das P48"°"; LSL-KRAS®**°-Mausmodell
herangezogen. Wie unter 1.1.3 bemerkt, liegt eine Mutation im Codon 12 des
Onkogens KRAS in uber 90 % der Pankreaskarzinom-Féalle vor. Eine Veradnderung
dieses Protoonkogens wird als friher Schritt in der Pankreaskarzinom-Entstehung
angesehen (Maitra et al. 2003). Um die Tumorentstehung und -progression des
Pankreaskarzinoms zu untersuchen, entwickelten Hingorani et al. ein Mausmodell, in
welchem ein verandertes, onkogenes K-ras Protein pankreasspezifisch exprimiert wird
(Hingorani et al. 2003). Zugrunde liegt diesem Protein ein KRAS-Gen, welches im
Codon 12 die Base Adenin anstatt Guanin enthalt. Folglich wird in der Translation die
Aminoséure Aspartat anstatt Glycin in das ras-Protein eingebaut. Mit Hilfe eines
Vektors wird das Stoppcodon Lox-STOP-Lox (LSL) dem mutierten KRAS

vorgeschaltet, sodass die Expression zuerst unterbunden wird. Diese Mause werden
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mit Wildtyp-K-ras P48"“-Méausen (zur Vereinfachung ab nun als WT-Mause
bezeichnet) gekreuzt, welche die Cre-Recombinase unter Kontrolle des
pankreasspezifischen Transkriptionsfaktors p48 exprimieren. P48 ist
entwicklungsbiologisch daftir verantwortlich, dass sich die Zellen der Chorda dorsalis
zu Pankreaszellen differenzieren. Fehlt dieser Faktor werden, die Zellen zu
Duodenalzellen (Kawaguchi et al. 2002). Ab Tag 9.5 der Embryonalentwicklung wird
p48 in den spéateren epithelialen Zellen exprimiert (Hingorani et al. 2003; Tuveson et al.
2004). Die Nachkommen haben den genetischen Hintergrund P48*¢"®; LSL-KRAS®*?°
(im Folgenden als K/C-Mause bezeichnet). Das Stoppcodon vor K-ras wird durch die
Recombinase (die Uber p48 in den pankreatischen Zellen exprimiert wird)
ausgeschnitten (s. Abbildung 1.4). Durch die Expression des onkogenen K-ras in den

Pankreaszellen werden die ras-abhangigen Signalwege aktiviert.

QISESTORPR— KRASS'2®> == wfm  P48/Cre mmmmm WT-KRAS ==

—
Pa8/Cre | => *

PA8/Cre e KRASS!2® me= K /C-Maus

Abbildung 1.4: Restriktion des Stopcodons LSL durch die Cre-Recombinase.
Mause mit KRAS®™?P und vorgeschaltetem LSL-STOP werden mit Wildtyp-K-ras
P48*°".Mausen gekreuzt. Die Nachkommen haben den genetischen Hintergrund
P48"°"; LSL-KRAS®'® (K/C). Die Expression der Cre-Recombinase, unter Kontrolle
des Transkriptionsfaktors p48, fuhrt zum Wegfallen des Stopcodons und somit zur
Expression des mutierten KRAS-Gens im Pankreas. Angelehnt an: (Hingorani et al.
2003).

Hingorani beschreibt, dass sich ab der zweiten Woche PanIN-1a-Lasionen entwickeln
und Stroma mit Fibroblasten und Immunzellen das gesunde azindre Gewebe
verdrangt. Dies entspricht der Reaktion von humanen pankreatischen Neoplasien
entspricht (Hingorani et al. 2003). Alle Stufen der PanIN-L&sionen treten in diesem
Mausmodell auf. Einzelne Mause entwickeln ein Karzinom (Aichler et al. 2012;
Hingorani et al. 2003). Eine extrapankreatische Pathologie konnte in der Studie von

Hingorani et al. nicht gezeigt werden (Hingorani et al. 2003).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist, im Mausmodell die Wirkung einer realitdtsnahen
Rauchexposition auf eine mdgliche Tumorinduktion und Progression des
Pankreaskarzinoms in vivo zu untersuchen.

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde das unter 1.5 beschriebene
P48"c": | SL-KRAS®**-Mausmodell herangezogen. K/C- und WT-Tiere wurden
mithilfe einer Rauchexpositionskammer mit standardisiertem Tabakrauch exponiert.
Die WT-Tiere mit nicht-mutiertem K-ras wurden zur Untersuchung einer mdglichen
Induktion von prékanzerdsen Veranderungen herangezogen. K/C-Tiere zeigen bereits
neoplastische Veranderungen aufgrund des aktivierten Onkogens KRAS. Durch die
Exposition dieser Tiere mit Tabakrauch sollte der Einfluss von Zigarettenrauch auf die
Progression des Pankreaskarzinoms untersucht werden. Beide Gruppen wurden mit
Kontrolltieren (Nichtraucher) des gleichen genetischen Hintergrundes verglichen. Zum
Zeitpunkt der Versuche wurde der karzinogene Effekt von Rauch in einem solchen
K-ras-Mausmodells des Pankreas noch nicht evaluiert. In der Arbeit sollten folgende

Fragen geklart werden:

e Fuhrt die Exposition von WT-Mausen mit Tabakrauch zu prékanzerdsen Lasionen?

e Schreiten prakanzerdse Lasionen im transgenen K-ras-Mausmodell im Sinne der

Dysplasie-Karzinom-Sequenz unter Rauchexposition voran?

e Lasst sich DNA-Schaden durch Tabakrauch in vitro an humanen duktalen

Pankreaszellen nachweisen?

e |st dieser DNA-Schaden auch im Mausmodell erkennbar und mit einer Initiation

oder Progression in Verbindung zu bringen?

e Sind weitere Effekte von Tabakrauch (gesteigerte Angiogenese und Proliferation)

nach einer volatilen Exposition im Mausmodell nachweisbar?
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Laborgeréate

Gerat Firma Firmensitz
Brutschrank Heraeus 6000 Heraeus Osterode, GER
Instruments
Dampfgarer Multi Gourmet Braun Kronberg, GER
Drahtbugel fur Farbegestell Kobe Marburg, GER
Entwickler Curix 60 AGFA Mortsel, B
Erlenmeyerkolben Roth Karlsruhe, GER
Farbegestell Kobe Marburg, GER
Farbekasten Kobe Marburg, GER
Feinwaage AE163 Mettler Toledo Greifensee, CH
Gefrierschrank Liebherr Bulle, CH
Hamocytometer Marienfeld Kdnigshofen, GER
Heizplatte Medax Kiel, GER
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf Hamburg, GER
Histoturm (Spezialanfertigung) Kobe Marburg, GER

Kryocontainer ,Mr. Frosty“ 5100

Nalgene Labware

Wiesbaden, GER

Kuhlschrank Minicoldlab 2023

LKB

Dresden,GER

Magnetriihrer mit Heizplatte MR2000 Heidolph Schwabach, GER
Mikroskope:
Olympus BH-2 Olympus Hamburg, GER
Leica LM 50 Leica Wetzlar, GER
Zeiss Scope-Al Zeiss Oberkochen, GER
Mikrotom RM 2155 Leica Wetzlar, GER
Mini-Protean Tetra System: Bio-Rad Minchen, GER

Gelelektrophoresekammer
+ Glasplatten
+ Gel-Halterung, Klammern

+ 10-Taschen-Kamm
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Ph-Meter MR301

Heidolph

Schwabach, GER

Photometer Multiskan FC

Thermo Scientific

Waltham, USA

Pipetboy acu Integra Fernwald, GER
Biosciences
Pipetten Eppendorf Hamburg, GER
Ruttler Unimax 2010 Heidolph Schwabach, Ger
Spannungsquelle Feather Volt 500 Stratagene Cedar Creek, USA
Sterilbank LaminAir HBB2448 Heraues Osterode, GER
Instruments
Stoppuhr Oregon Scientific Neu-Isenburg GER
Vortexer MS1 Minishaker IKA Staufen
Warmeschrank Memmert Schwabach, GER
Wasserbad Medax Kiel, GER
Zentrifugen:
Zentrifuge 5415C Eppendorf Hamburg, GER
Kihlzentrifuge Micro 200R Hettich Tuttlingen
Megafuge 1.0 Heraeus
3.1.2 Laborbedarf
Laborbedarf Firma Firmensitz
96-Well Platten fur BrdU Perkin-Elmer Rodgau
6-Well Gewebekulturplatte Thermo Scientific Waltham, USA

Blotting-Papier; 0,4 mm dick; mittlere
Saugfahigkeit

Kobe

Marburg, GER

Dako Pen

Dako

Glostrup, DK

Deckglaschen

Menzel-Glaser

Braunschweig, GER

Einmalhandschuhe Nobaglove Latex

Noba

Wetter, GER

Eppendorf-Cups (0,5ml; 1,5ml und 2ml)

Eppendorf

Hamburg, GER

Falcon in verschiedenen Grof3en

Eppendorf

Hamburg, GER

Objekttrager

Menzel-Glaser

Braunschweig, GER

Objekttrager Super Frost Plus

Thermo Scientific

Waltham, USA

Parafilm

Greiner Bio-One

Kremsmiunster, A

Pipettenspitzen 10, 200 und 1000 pl

Gilson

Middleton, USA
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PVDF-Membran, Immobilon-P

Millipore

Billerica, USA

Reagiergefal? 1,5 und 2 ml

Thermo Scientific

Waltham, USA

Reagenz — und Zentrifugenrdhre (14 und
50 ml)

Sarstedt

Nurnbrecht, GER

Rontgenfilm

GE Health Care

Minchen, GER

Sterile Einmal-Glas-Pipetten

Greiner Bio-one

Kremsmiunster, A

Zellkulturflaschen (250, 500 ml)

Greiner Bio-One

Kremsmiunster, A

Zellschaber Sarstedt Ndrnbrecht, GER
3.1.3 Chemikalien

Chemikalie Firma Firmensitz
Acrylamid (Rotiphorese Gel) Roth Karlsruhe, GER
Agar-Agar Roth Karlsruhe, GER
APS Serva Heidelberg, GER
AMPUWA® Reinstwasser Fresenius Kabi AG | Bad Homburg, GER
Brompheonlblau Sigma-Aldrich St. Louis, USA
BSA Sigma-Aldrich St. Louis, USA
DAB Roth Karlsruhe, GER
DMSO Roth Karlsruhe, GER
DTT Sigma-Aldrich St. Louis, USA
ECL GE Health Care Munchen, GER
EDTA Roth Karlsruhe, GER
EGTA Roth Karlsruhe, GER
Eosin G-Ldsung 1% Roth Karlsruhe, GER
Ethanol absolut Sigma-Aldrich St. Louis, USA
FCS PAA Pasching, A
Glycerin Roth Karlsruhe, GER
Glycerol Roth Karlsruhe, GER
Glycin Roth Karlsruhe, GER
30% H,0, Roth Karlsruhe, GER
Hamatoxylin Losung nach Mayer Sigma-Aldrich St. Louis, USA
HEPES Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Isopropanol Sigma-Aldrich St. Louis, USA
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Kaliumchlorid Merck Darmstadt, GER
Kaliumhydrogenphosphat Merck Darmstadt, GER
Methanol Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Milchpulver Roth Karlsruhe, GER
Natriumchlorid Riedel-de Haen Seelze, GER
Na-Fluorid Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Natriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt, GER
Natrium-Pyrophosphat Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Propanolol Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Protease Inhibitor, Protease Arrest | G-biosciences Houston, USA
[100x]
Roticlear Roth Karlsruhe, GER
Rotimount Eindeckel Gel Roth Karlsruhe, GER
SDS Roth Karlsruhe, GER
Streptavidin Peroxidase "Horseradish” Vector Burlingame, USA
Laboratories
TEMED Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Triton X-100 Boehringer Mannheim, GER
Tris/HCI Roth Karlsruhe, GER
Tris-Base Roth Karlsruhe, GER
Trypsin/EDTA PAA Pasching, A
Trypsin-Inhinitor von Soja Bohnen Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Xylol Sigma-Aldrich St. Louis, USA
3.1.4 Reagenzien-Sets
Reagenzien-Sets ,,Kits“ Firma Firmensitz
Bradford-Reagenz Sigma Aldrich St. Louis, USA

Mouse on Mouse (M.O.M.) Elite

Peroxidase Kit

Vector Laboratories

Burlingame, USA

VECTASTAIN ABC Kit (Rat IgG)

Vector Laboratories

Burlingame, USA

VECTASTAIN ABC Kit (Rabbit IgG )

Vector Laboratories

Burlingame, USA
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3.1.5L0Osungen

3.1.5.1 Zellkultur

Alle L6ésungen und Verdunnungen wurden, sofern nicht anders gekennzeichent, mit
AMPUWA® Reinstwasser (Fresenius Kabi) hergestellt (folgend H20). Die Einstellung
des pH-Wertes erfolgte unter Verwendung des pH-Meters MR301 Heidolph durch
Zugabe von Natriumhydroxid oder Salzsaure.

AuRerdem wurde Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline without Ca2+ & Mg2+ (1 x)
(PAA, Pasching, A) verwendet.

Kulturmedium KSFM fir HPDE Zellen:

5ml Pen/strep (Penicillin - und | PAA (Pasching, A)
Streptomycin) (100x Stock)
5ml L-Glutamin (100x Stock) Life Technologies (Carlsbad, USA)
6 ml Sodium Pyruvat (100x Stock) Life Technologies (Carlsbad, USA)
10 pl Recombinantes humanes EGF | R & D Systems (Minneapolis, USA)
(10ng/ul Stock)
1mi Growth Supplement Life Technologies (Carlsbad, USA)
500 ml Gibco® KSFM Life Technologies (Carlsbad, USA)

Medium fir das Rauchkondensat:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Einfrierlésung:

9ml KSFM
1ml DMSO
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3.1.5.2 SDS Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Puffer fur Gesamtproteinextrakt — Lysepuffer:

Lammli-Probenpuffer 5x:

Trenngelpuffer (pH = 8,8):

Trenngel:

50 ml 1M HEPES (pH = 7,5)

30 ml 5M NacCl

5ml 200mM EGTA

100 ml 10% Glycerin

10 ml 1% Triton x-100

429 100mM Na-Fluorid

45¢g 10 % Natrium-Pyrophosphat x 10 H20

80 ul Proteinase-Inhibitoren pro 2 ml Ansatz

frisch hinzugeben

2,25 ml 225 mM Tris/HCI (pH = 6,8)
5ml 50 % Glycerol

2,5ml 5% SDS

1mi 100 mM DTT

0,02 % Bromphenolblau

90,85 g/ Tris Base

500 ml

10 ml 0,4 % SDS

10 % 15 %

4,1 ml 2,5ml H,0O

2,6 ml 2,6 ml Trenngelpuffer
3,3ml 5,0ml 30 % Acrylamid
0,1 ml 0,1ml 10 % SDS

50 pl 50 pl 10 % APS

10 pl 10 pl TEMED
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Sammelgelpuffer (pH = 6,8):

Sammelgel:

SDS-Laufpuffer:

3.1.5.3 Western-Blot

Transfer-Puffer 10x:

30,275 g/ Tris Base
500 ml

10 mi 0,4 % SDS
3ml H,O

1,3ml Sammelgelpuffer
750 pl 30 % Acrylamid
50 pl 10 % SDS

30 i 10 % APS

10 pl TEMED

0,2M Glycin

15,14 g/ Tris-Base

500 mi

10 ml 0,4 % SDS
30,28 g/l Tris-Base
144,13 g/l Glycin

Trans-Blot-Puffer:

TBS-Puffer (pH = 7,6):

100 ml 10x Trans Blot Puffer
200 ml Methanol
700 mi H,O
121,49/51 | Tris Base
400,31 g/3 | | Natriumchlorid

22



Material und Methode

TBS-T:
100 mi 10 x TBS-Puffer
900 ml H,0
1ml Tween 20
Blocking-Puffer:
50 ml TBS-T
5% Milchpulver

3.1.5.4 Immunhistochemie

PBS-Puffer 10x (pH = 7,4):

80 g/l Natriumchlorid

24/ Kaliumchlorid

2,4 g/l Kaliumhydrogenphosphat
14,44 g/l Natriumhydrogenphosphat

PBS-Puffer 1x (pH = 7,4):

100 ml

PBS 10x

900 ml

H.O

TBS-HCI 10x 0,5M (pH = 7,6):

60,579/l

Tris-HCL

87,339/l

Ntriumchlorid

TBS-T 1x (pH = 7,6):

100 ml TBS-HCL 10x
900 ml H,O
1ml Tween 20

Citrat-Puffer (pH = 6,1):

10 ml

Dako Target Retrieval Solution pH 6,1 (10x)

90 ml

H.0O
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TE-Puffer 10x (pH = 9):

12,1 g/l

Tris Base

3,749/l

EDTA

TE-Puffer 1x (pH=9):

100 ml

TE-Puffer 10x

900 ml

H.0O

Blocking-Puffer:

20 pl Serum gleicher Herkunft wie der benutzte
2.AK (Kits von Vector Laboratories)
980 pl PBS
DAB-Stock-Ldsung:
1g DAB
40 ml PBS

3.1.6 Antikorper

3.1.6.1 Antikoérper Western-Blot

1. und 2. Antikdrper wurden in 5 % Trockenmilchpulver/PBS geldst. Der 2. Antikorper

war mit HRP gekoppelt.

Priméare Antikdrper Herkunft | Firma Verdinnung
Anti-B-Aktin Maus Sigma-Aldrich 1:1000
Anti-y-H2AX Kaninchen | Millipore 1:500
Anti-p-ATR Kaninchen | Cell Signaling 1:1000
Sekundére Antikérper | Herkunft | Firma Verdinnung
Anti-Rabbit IgG Esel GE-Healthcare 1:5000
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3.1.6.2 Antikdrper Immunhistochemie

Die 1. Antikorper wurden in Dako Diluent, die 2. Antikoérper in PBS geldst. Der
2. Antikorper Anti-Mouse wurde in dem dafir vorgesehenen Proteinpuffer aus dem
.Mouse on Mouse (M.O.M.) Elite Peroxidase Kit“ von Vector Laoratories verdunnt.

Alle 2. Antikérper waren biotinyliert.

Priméare Antikdrper Herkunft | Firma Verdinnung
Anti-CD31 (PECAM-1) Ratte Dianova 1:20
Anti-Ki-67 Kaninchen | Thermo Scientific 1:600
Anti-p-ATM Maus Abcam 1:400
Sekundare Antikorper | Herkunft | Firma Verdinnung
Anti-Rabbit Ziege Vector Laboratories 1:200
Anti-Rat Kaninchen | Vector Laboratories 1:200
Anti-Mouse Vector Laboratories 1:200

3.1.7 Mausmodell

Es wurden Mause mit dem genetischen Hintergrund P487"®; LSL-KRAS®"?® von der
Arbeitsgrube Tuveson in Cambridge bezogen. Die Mause dieses unter 1.5
beschriebenen Modells exprimieren pankreasspezifisch dauerhaft aktives K-ras
(Tuveson et al. 2004).

Die Exposition mit Tabakrauch wurde in Kooperation mit der AG Bals, Klinik fur
Pulmologie der Philipps-Universitat, durchgefuhrt. Zur Berauchung benutzte die
Arbeitsgruppe eine Rauchexpositionskammer von Teague Enterprises und 3R4F

Forschungs-Zigaretten der University of Kentucky.

3.1.8 Software

e ImageJ: Version 1.44p, Open Source Bildbearbeitungsprogramm von Wayne
Rasband entwickelt (National Institutes of Health, USA)

e Microscop Imaging Software: LM 50, Leica Microsystems (GER)

e SPSS Statistics: Version 19, IBM (USA)
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3.2 Zellkultur

Um zu Uberprifen, ob sich DNA-Schaden durch Tabakrauch auch als DSB in vitro an
humanen duktalen Pankreaszellen (HPDE) nachweisen lasst, wurden HPDE-Zellen
kultiviert und einem speziell angefertigten ,Rauchmedium® (s. Kapitel 3.2.5)
ausgesetzt. Dieses enthielt die Inhaltstoffe einer handelsublichen Zigarette. Zur
Detektion von DSB im Genom der Zelle wurden die Proteine y-H2AX und p-ATR,
mithilfe eines Western-Blots detektiert. Beide Proteine werden durch das Vorkommen
von DSB aktiviert (s. Kapitel 1.4.1).

3.2.1 Zelllinie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden HPDE Zellen benutzt, die aus immortalisierten
duktalen Pankreaszellen generiert wurden. Die Zellinie wurde von der
Kooperationspartnerin Frau Schwarte-Waldhoff der Universitat Bochum zur Verfigung
gestellt. Urspriinglich entwickelt wurde die Zellreihe durch die Arbeitsgruppe Ouyang et
al. (Ouyang et al. 2000).

3.2.2 Subkultivierung

Alle Zellkultur-Arbeiten wurden unter einer sterilen Arbeitsbank sowie mit sterilen
Losungen und Materialien durchgefuhrt.

Die HPDE-Zellen wurden mit dem Medium KSFM kultiviert. Zweimal in der Woche
wurde das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen und neu aufgetragen.

Bei Erreichen einer ausreichenden Zelldichte von 50 - 80 % der Flache, wurden die
Zellen gesplittet und in neue Kulturflaschen umgesetzt. Um den Zellrasen abzuldsen,
wurden nach Absaugen des Mediums je 3 ml Trypsin/EDTA pro 175 T Flasche fir
12 min im Wéarmeschrank inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3 ml Trypsin-Inhibitor
gestoppt. Die Zellsuspension wurde dann in ein 50 ml Falcon uberfihrt und 3 min bei
12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit KSFM
resuspendiert. Als nachstes wurden die Zellen gezahlt (s. 3.2.3) und je nach Bedarf
weiter kultiviert oder ausgesat. Zur Weiterzucht wurden ca. 2 — 3 Millionen Zellen in
20 ml KSFM in eine neue Einweg-Zellkulturflasche gegeben. Anschliel3end wurden die
HPDE Zellen im Warmeschrank bei 37 °C und 5 % CO: gezlichtet.

26



Material und Methode

3.2.3 Zellzahlbestimmung

Nter Verwendung eines Hamocytometers nach Neubauer wurde die Zellzahl der HPDE
Kultur bestimmt. Vor dem Gebrauch wurde die Zahlkammer mit Ethanol gereinigt.
Dann wurden 10 pl der Zellsuspension an die Kante des aufgelegten Deckplattchens
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen in vier Grof3quadraten
maanderférmig ausgezéhlt. Aus den vier Werten wurde der Mittelwert gebildet. Die
Flache in einem Késtchen betrug 1 x 1 x 0,1 mm = 0,1 m?. Durch das Multiplizieren des
Mittelwertes mit dem Faktor 10.000 erhielt man die Anzahl der Zellen in 1 ml = 1 cm®.
Aufgrund dieser Angabe war es maoglich, eine bestimmt Anzahl von Zellen pro Well

bzw. pro Kulturflasche auszusaen.

3.2.4 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die Konservierung von Zellen diente dazu, die immortalisierten Zellen fur kinftige
Versuchsreihen aufzubewahren.

Zuerst wurde wie unter 3.2.2 beschrieben ein Zellpellet gewonnen. Dieses wurde mit
einer Losung aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und 90 % KSFM resuspendiert und in
1,5 ml Eppendorf Cups aliquotiert.

Uber Nacht wurden die Aliquots in einen Container mit 100 % Propanol in den -80 °C-
Kuhlbehélter gegeben, wodurch es zu einer schrittweisen Abkiihlung der Proben um
1 °C/min bis auf -80 °C kam. AnschlieRend wurden die Proben in -80 °C kalten
flussigen Stickstoff tUberfihrt. Die Wirkung des DMSO beruht auf der vollstandigen
Penetration in die Zelle (Schmitz 2009). Es bilden sich beim Einfrieren nur kleine
Eiskristalle, welche die Zellmembran nicht beschadigen. Der hohe Gehalt an Proteinen
in der Konservierungslosung héalt die Proteinkonzentration intra- und extrazellular
gleich.

Um Zellen erneut zu kultivieren, wurden die Proben aus dem Stickstoff entnommen
und in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. In ausreichender Menge KSFM
wurden die Zellen in eine neue Kulturflasche gegeben, wobei das Medium direkt am

nachsten Tag gewechselt wurde, um Rickstande des DMSO zu beseitigen.

3.2.5 Herstellung des Rauchmediums

Die Apparatur zur Gewinnung des Rauchmediums ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
Eine glihende Zigarette wurde auf eine abgeschnittene blaue Pipettenspitze, die als
Verbindung zum angeschlossenen Silikonschlauch diente, gesteckt. Durch den Sog

einer Wasserstrahlpumpe wurde das Ziehen an einer Zigarette nachgestellt. Der
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Wasserstrahl wurde so eingestellt, dass die Zigarette in ca. 1 % min abbrannte. Auf
diese Weise gelangten die Inhaltsstoffe, die beim Rauchen einer Zigarette frei werden
in einen nachgeschalteten, abgedichteten Erlenmeyerkolben.

Eine 10 ml Glaspipette leitete den Rauch dann in ein 50 ml Falcon-Gefal3. In diesem
befanden sich bereits 10 ml DMEM Medium pro Zigarette. Das Medium DMEM wurde
gewahlt da das Medium KSFM zu Prazipitation gefuhrt hatte.

Das gewonnene Medium wurde nicht filtriert, sondern zur Exposition der Zellen in

entsprechenden Verdinnungen direkt auf die Zellen aufgetragen.

1
I

—d

®9

Abbildung 3.1: Apparatur-Schema zur Gewinnung des Rauchmediums.
1 = Zigarette, 2 = abgeschnittene blaue Pipettenspitze, 3 = Erlenmeyerkolben,
4 = Silikonschlauch, 5 = 10 ml Pipette, 6 = 50 ml Falcon, 7 = Glas als Halterung ftr

Falcon, 8 = Wasserstrahlpumpe, 9 = Wasserhahn zur Geschwindigkeitseinstellung

3.2.6 Exposition der Zellen mit Rauch

Zur Proteingewinnung wurden je 200.000 Zellen in 1 ml KSFM pro Well einer
6-Well-Platten ausgesat. Am folgenden Tag wurde das Rauchmedium in den
Verdinnungen 1:50, 1: 100 und 1 : 200 in KSFM geldst aufgetragen. Parallel wurden
Kontroll-Proben belassen, welche nicht dem Rauchmedium ausgesetzt wurden,

sondern weiterhin mit reinem KSFM. Nach 48 h wurden die Proteine geerntet.
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3.3 Proteinchemische Methode

3.3.1 Herstellung des Gesamtproteins

Um das Gesamtprotein der HPDE-Zellen analysieren zu kénnen wurde ein Zell-Lysat
hergestellt. Hierzu wurde das Kulturmedium aus den 6-Well-Platten abgesaugt und
1ml PBS zum Waschen aufgetragen. Nach dem Absaugen des PBS wurde
angemessen viel Lysepuffer pro Well zugegeben und mithilfe eines Zellschabers der
Inhalt des Wells abgelést. Dieses Lysat wurde in ein 2 ml Eppendorf-Cup tberfuhrt und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurde die Probe fur 15 min bei 4 °C und
14.000 rpm zentrifugiert. Dadurch setzten sich Zellmembranbestandteile ab und das
proteinhaltige Lysat wurde in Eppendorf-Cups dberfiihrt und bis zur weiteren

Benutzung eingefroren.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Konzentration von Proteinen in einer Probe zu bestimmen, wurde eine
Extinktionsmessung bei 595 nm durchgefihrt. Wenn der Farbstoff Coomassie brilliant
blue G-250 an Proteine bindet, so verschiebt sich sein Absorptionsmaximum von
465 nm zu 595 nm (Rehm und Letzel 2010). Dies bedeutet, dass eine hoéhere
Proteinkonzentration zu einer héheren Extiktion in diesem Bereich fihrt.

Eine 96-Well-Elisa-Platte wurde dazu mit je 500 pl Bradford-Vergleichslésung bzw.
500 ul Bradford + 200 pl Proteinprobe beflllt. Zwei Wells wurden als Nullwerte
belassen. Um einen Mittelwert der Extinktion bilden zu kénnen, wurde jede Probe als
Doppelansatz pipettiert. Je 1 ul Probe wurde in 500 pl Bradford gegeben. Als
Vergleichslésung mit bekannter Konzentration 1 ug/pl diente 10 % BSA. 0,5 ul, 1 pl
und 2 pl wurden in je 500 pl Bradford Reagenz pipettiert. Am automatischen Multiscan-
Photometer wurden die Proben analysiert. Die ermittelten Werte dienten zum
Ansetzten von konzentrationsgleichen Proteingemischen aus Lammli-Puffer + H,O +

Protein. Der LAmmlipuffer diente an dieser Stelle zur Entionisation der Proben.

3.3.3 Diskontinuierliche SDS - Page

Im nachsten Schritt wurde das unter 3.3.2 beschriebene Proteingemisch mithilfe einer
diskontinuierlichen SDS-Page (Sodiumdodecylsulfat - Polyacrylamidgelelektrophorese)
aufgetrennt. Der Bestandteil SDS im Gel ist ein anionisches Detergenz und unterbindet
durch diese Eigenschaft die hydrophoben Wechselwirkungen innerhalb der Proteine.

Als Folge liegen die Proteine negativ geladen und in ihrer linearen Form vor (Luttmann
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et al. 2009). Die negative Ladung fuihrt dazu, dass es unter Anlage einer elektrischen
Spannung zur Wanderung der Proteine durch das Gel Richtung Anode kommt. Dabei
kénnen kleinere Proteine die aus Polyacrylamid gebildete dreidimensionale
Netzstruktur im Gel schneller durchwandern als Proteine mit grofRer Molekilmasse
(Luttmann et al. 2009). Ein mitlaufender Marker ermoglicht das Auffinden der
gesuchten Masse. Durch Wahl des Acrylamidgehalts im Gel kann man die Gewichtung
auf einen bestimmten Trennbereich legen (Rehm und Letzel 2010).

Im nachfolgend  beschriebenen  Versuch  wurde eine diskontinuierliche
Gelelektrophorese nach dem Lammli-System mit Tris-Glycin-Puffer durchgefihrt.
Hierbei wird auf das Trenngel mit einem pH-Wert von 8,8 ein Sammelgel geschichtet,
welches wiederum einen pH von 6,8 und einen geringeren Acrylamidgehalt ausweist
(Rehm und Letzel 2010). Durch die vorgeschaltete Fokussierung der Proteinbande im
Sammelgel und anschlieBende Auftrennung im Trenngel wird die Schéarfe der

Bandentrennung gesteigert.

3.3.3.1 GielRen der Gele

Zum GielBen der Gele wurden zwei Glasplatten mit Ethanol gesaubert und
anschliefend mit Klammern aneinander fixiert. 4 % Argarose wurde durch Erwérmen
verfliissigt und diente der Abdichtung der unteren Offnung.

Nach dem Protokoll unter 3.1.5.2 wurde das 8% bzw. 15% Trenngel mit
Ammoniumpersulfat (APS) sowie dem Polymerisierungskatalysator  Tetramethyl-
ethyendiamin (TEMED) in einem 50 ml Falcon angesetzt und an einer Ecke der
Glasplatten zuigig in die Offnung gegeben. Da das Trenngel nur in einem luftdichten
Raum polymerisiert, wurde anschlieend 1 ml Isopropanol auf die Trenngelschicht
pipettiert. Nach 15 — 20 min war das Trenngel polymerisiert und das Isopropanol wurde
verworfen. Folgend wurde das Sammelgel wie unter 3.1.5.2 beschrieben angesetzt
und Uber das Trenngel geschichtet. Als Platzhalter fur die spateren Taschen wurde
abschlie3end ein Kamm in das Gel gesteckt. Nach weiteren 20 min war auch diese

Phase polymerisiert.

3.3.3.2 Vorbereitung und Auftragen der Proben

Um die Tertidrstruktur der Proteine zu unterbinden und mdogliche Proteasen zu
inaktivieren wurde ein 5-facher-Lammli-Puffer den Losungen zugefiigt (Rehm und
Letzel 2010). Die Proteingemische mit Lammli-Puffer wurden fir 5 min auf 95 C°

erhitzt.
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Nach einer kurzen Abkuhlung auf Eis wurden 20 pl einer Probe in eine Geltasche
aufgetragen. Weiterhin wurde pro Gel eine Tasche mit 5 pl Proteinstandard geladen.
Nachfolgend wurde eine Spannung von 100 V angelegt. Nach Durchlaufen des
Sammelgels wurde diese Spannung auf 160 V erhght.

3.3.4 Western-Blot

Bei einem Western-Blot handelt es sich um die elektrophoretische Ubertragung der
nach GrofRe aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine Blottingmembran. Auf dieser
Membran sind die Proteine fixiert und die gesuchten Epitope kénnen durch Antikdrper

detektiert werden.

3.3.4.1 Blotting

Im Versuch wurde ein Nass-Transfer (Wet-Blot) durchgefihrt. Daflr wurde die
Membran mit 100 % Methanol aktiviert und mit dem Gel zusammen geschichtet. Gel
und PVDF-Membran wurden sandwichartig von je zwei Bléattern Filterpapier und einem
Schaumstoffschwamm umrahmt, welche vorher mit Transferpuffer getrankt wurden. Es
war darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den Schichten eingeschlossen
wurden, da dies den Transfer hatte beeintrachtigen kénnen (Luttmann et al. 2009). Der
komplette Aufbau wurde in einer Gelkassette verriegelt und in eine mit Transferpfuffer
geflllte Elektrophoresekammer eingesetzt.

Unter Eiskihlung erfolgte der Transfer der Proteinbanden auf die Membran bei 400 mA
fir 120 min. Aufgrund der negativen Ladung der Proteine durch SDS wanderten diese

Richtung Anode und somit in Richtung der Membran.

3.3.4.2 Immunoblot

Um gesuchte Proteine spezifisch zu detektieren wurde ein Immunoblot durchgefiihrt.
Antikorper bestehen aus Polypeptidketten und binden nach dem Schlussel-Schloss-
Prinzip mit ihrer variablen Region an Epitope des gesuchten Antigens. Dabei werden
elektrostatische Wechselwirkungen eingegangen, wie Van-der-Waals-Kréafte und
Wasserstoffbrickenbindungen (Luttmann et al. 2009).

Um diese Bindung sichtbar zu machen werden bestimmte Detektionssysteme
angewendet. Die Antikorper werden dazu entweder direkt oder indirekt (durch
Zwischenschaltung eines weiteren Antikorpers) mit einem Enzym-Komplex (in diesem
Fall Peroxidase) verbunden. Dieser katalysiert die Umsetzung eines Substrats, das

nach Ablauf der Reaktion farblich oder lumineszierend erscheint.
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Da Antikorper durch Hydrophobizitat und ihrer Moglichkeit zu elektrostatischen
Bindungen ein unspezifisches Bindungsvermoégen besitzen (Luttmann et al. 2009) kann
es zu spateren Hintergrundfarbungen kommen.

Um dies zu reduzieren wurden zun&chst mdgliche unspezifische Bindungsstellen mit
konkurrierendem Protein gesattigt. Dies geschah unter Durchfuhrung eines
einstindigen Blocks der Membran mit 5% Trockenmilch-Blockpuffer Dbei
Raumtemperatur.

AnschlieBend wurde die Membran mit dem spezifischen Antikdrper flr das gesuchte
Epitop Uber Nacht bei 4 C° inkubiert. Der Antikérper fur y-H2AX wurde 1 : 500, der
Antikorper fur p-ATR 1 : 1000 in 5 % Trockenmilch-Blockpuffer verdinnt.

Am folgenden Tag wurde die Membran 3 x 15 min mit TBS-T gewaschen. Zur
Detektion des gebundenen Erstantikdrpers wurde ein mit Meerrettich-Peroxidase
konjungierter 2. Antikdrper in der Konzentration 1 : 1000 hinzugefiigt. Dieser wurde
ebenfalls in 5 % Trockenmilch-Blockpuffer geldst. Folgend wurde die Membran erneut
dreimal gewaschen.

Im nachsten Schritt wurde die Membran entwickelt und somit die Bindung des
Erstantikrpers sichtbar gemacht. Dazu wurde Enhanced Chemiluminescence
Reagenz (ECL) auf die Membran aufgetragen.

Das Enzym Peroxidase des Zweitantikdrpers katalysiert die Oxidation des ECL und
bildet so eine Chemilumineszenz aus, die Uber einen Rontgenfilm detektiert werden
kann (Rehm und Letzel 2010). Die Entwicklung des Filmes erfolgte in einer
automatischen Entwicklermaschine.

AbschlieRend wurde zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinkonzentration eine [3-
Aktin-Ladungskontrolle durchgefihrt. Dabei wurde die Membran fir eine Stunde in
einem direkt mit Peroxidase konjugierter -Aktin Antikdrper inkubiert und erneut

entwickelt.

3.4 Mausmodell

Um den Einfluss von volatilem Tabakrauch auf die Entstehung und Progression des
Pankreaskarzinoms zu untersuchen wurde das unter Kapitel 1.5 beschriebene
Mausmodell mit dem genetischen Hintergrund P48"¢"™; LSL-KRAS®*?® (abgekiirzt mit
K/C) fur die folgenden Versuche gewahilt.

In Zusammenarbeit mit der AG Bals der Klinik fir Pneumologie wurden P48"¢™® Mause

mit den LSL-KRAS®"® Tieren gekreuzt. Die so gezeugten Nachkommen exprimierten
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das mutierte, konstitutiv aktive K-ras (s. Kapitel 1.5). Neben diesen doppelttransgenen
Méausen wurden auch die einfachtransgenen P48"°"® Mause (WT-Tiere) mit Wildtyp K-
ras untersucht.

Alle Untersuchungen wurden vorab ordnungsgemdl nach 88 Abs.2 des
Tierschutzgesetzes bekanntgemacht und durch das Veterindrdezernates des
Regierungsprasidiums Giel3en genehmigt.

In diesen genetisch unterschiedlichen Kohorten wurden jeweils Tiere mit Rauch
exponiert, wahrend einige als sogenannte ,Nichtraucher‘-Kontrollen nicht weiter
behandelt wurden. Die Exposition wurde im Alter von 2 Monaten begonnen und fur 3
bzw. 6 Monate durchgefiihrt. Die Kontrollen wurden entsprechend lange gehalten.
Insgesamt wurden 49 Mause in den Versuchsaufbau eingeschlossen. Bei diesen
handelte es sich um 20 WT- und 29 K/C-Tiere (s. Tabelle 3.1). Nicht alle Tiere
erreichten den Endpunkt des Experiments bzw. waren histologisch auswertbar (s.
Ergebnisse 4.1). Tabelle 3.2 zeigt die Tiere, welche der histologischen Untersuchung

zugefuhrt wurden.

Tabelle 3.1: Aufbau des Mausmodells nach genetischem Hintergrund und

Expositionsstatus

Nichtraucher Raucher insgesamt
WT-Mause 11 9 20
K/C-Mause 13 16 29

Tabelle 3.2: Histologisch ausgewertete Tiere nach ihrem genetischen

Hintergrund, Expositionsstatus und Dauer der Exposition

Nichtraucher Raucher insgesamt
3 Monate 6 Monate 3 Monate 6 Monate
WT-Mause 6 4 6 3 19
K/C-Méause 5 8 6 6 25

3.4.1 Rauchexposition

In Kooperation mit der AG Bals wurden die K/C- und WT-M&use mit Rauch exponiert.
Die Arbeitsgruppe hat bereits Erfahrung beziglich dieser Methodik. Das Protokoll,
welches angewandt wurde, ist identisch mit dem zur Bronchialkarzinom-Forschung der

Arbeitsgruppe.
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Die Tiere wurden mit ihren K&figen in die vorgefertigte Rauchexpositionskammer von
Teague Enterprises gesetzt (s. Abbildung 3.2). Es wurden drei Forschungszigaretten
3R4F der Universitat Kentucky parallel verbrannt. Dies geschah fur 3 h pro Tag bei
einem negativen Druck von 0,4 Inches der Wassersaule. Diese Flussrate konnte auf
der Ruckseite der Maschine eingestellt werden. Durch diese Einstelllungen wurde eine
Rauchkonzentration von 100 - 120 mg/m3 TSP (total suspended particles) in den

Expositionskammern erreicht.

Hood unit

Abbildung 3.2: Rauchexpositionskammer von Teague Enterprises.

In der TE-10 Rauchmaschine wurden Forschungszigaretten verbrannt und Uber die
,Mixing Chamber” in die verschiedenen Kéfige geleitet. Zur genauen Bestimmung der
TSP diente das ,dry test meter® (DTM), eine TSP-Pumpe mit Ventil und Z&ahler. Das

Liftungssystem ist auf der Riickseite (rechtes Bild) angebracht (Teague Enterprises).
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3.4.2 Aufbereitung der Organe

Die Organentnahme wurde nach Betaubung mit Ketamin/Xylazin i.m. (Dosierung
Xylazin: 6 - 8 mg/kg; Ketamin: 90 — 120 mg/kg) von Mitarbeitern der AG Baals
durchgefuhrt. Nach Einleitung der tiefen Narkose wurde der Thorax ertffnet und eine
T6tung durch Ausbluten vorgenommen.

Die Organe wurden ebenfalls von der AG Bals fixiert. Dazu wurden sie 24 h in 3%
Formalin fixiert und anschlie3end mit einer Ethanolreihe entwassert und in Paraffin
eingebettet.

Um eine bestmdogliche Schnittqualitéat zu erreichen, wurden die Paraffinblécke vor dem
Schneiden auf -18 °C gekihlt. Mit einem Mikrotom erfolgte die Anfertigung von 4 um
dicken Schnitten, die in einem 30 %-Ethanol-Bad aufgefangen wurden. Diese Schnitte
wurden dann fur einige Sekunden in ein 37 °C warmes Wasserbad Ubertragen um sich
dort zu entfalten.

Da sich die Schnitte auf einfachen SuperFrost-Glasern wahrend des Demaskierungs-
schritts (s. unten) ablésten, wurden als Objekttrager SuperFrost-plus-Glaser
verwendet. Die Schnitte wurden aus dem Wasserbad auf die Objekttrager Uberfuhrt
und auf einer 37 °C warmen Heizplatte fur 20 min getrocknet. Es folgte die weitere

Trocknung Uber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank.

3.5 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbungen der Pankreata wurden angefertigt um
pathologische Verdnderungen im Gewebe zu erkennen.

Zunachst wurden die Schnitte deparaffiniert, indem sie flr 4 x 5min in Xylol gebadet
wurden. Danach erfolgte die absteigende Alkoholreihe fir je 4 min in 100 %, 96 %,
80 %, 70 % und 50 % Ethanol bis hin zu H,O. Daraufhin wurden die Proben fiir 5 min
in Hamalaun umgesetzt. Es folgte fir 30 sek die Farbung mit Eosin und ein kurzes
Eintauchen in H,O. Nach kurzer Inkubation in der aufsteigenden Alkoholreihe wurden
die Schnitte eingedeckelt. Fir die Auswertung der K/C-Tiere wurde ein beispielhafter
Schnitt gefarbt. Um die WT-Tiere zu beurteilen wurden je drei Schnitte angefertigt, die
mindestens 40 um auseinander lagen.

Die angefertigten HE-Farbungen wurden in Kooperation mit dem Pathologen Prof. Dr.
Sipos von der Universitat Tubingen ausgewertet. Dazu wurden die Schnitte verblindet
und komplett durchgemustert. Veranderungen im Gewebe wie Fibrose, Entziindung,

Duktektasie sowie die Neoplasien PanINs und ADMs wurden mit Réangen von ,0"
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(keine), ,0/1“ (vereinzelt), ,1“ (in ca. 10 % des Gewebes), ,2“ (vermehrt aufzufinden,
20 — 40 % des Gewebes betreffend) bis ,3“ (sehr stark ausgepragt, iber 50 % des
Gewebes betreffend) versehen. Dartber hinaus wurde der Anteil aller Neoplasien am
Gesamtschnitt geschatzt.

Anschlieend wurden die HE-Farbungen der 6-Monats-K/C-Raucher und -Nichtraucher
in Kollaboration mit dem Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) in
Madrid computerbasiert ausgewertet. Die AG Heeschen verfligt Gber ein Scanner-
System (Mirax Scan von Zeiss), welches das Einscannen eines kompletten
histologischen Schnittes ermdglicht. Mithilfe der Analyse-Software Pannoramic Viewer
(3D Histech) wurde die genaue Anzahl der PanIN-Lasionen im Pankreasgewebe

bestimmt. Die Auswertung erfolgt verblindet durch eine erfahrende Pathologin.

3.6 Immunhistologie

Die Immunhistologie ermdoglicht die Identifikation bestimmter Zellstrukturen im
Gewebeschnitt durch den Einsatz von spezifischen Antikérpern. Diese Untersuchung
hatte zum Ziel in den WT- und K/C-Tieren mdgliche Effekte von Rauch zu beschreiben.
Mithilfe dieser Methode wurden DNA-Schéaden, proliferierende Zellen und GefalRe
quantifiziert. Die paraffinierten Schnitte wurden mit der Streptavidin-Peroxidase
Methode geféarbt, deren Durchfuhrung in ihren Grundziigen im Folgenden erkléart wird.
Besonderheiten der einzelnen Farbeserien werden ab Kapitel 3.6.3 erlautert.

3.6.1 Streptavidin-Peroxidase Methode

3.6.1.1 Antigen Demaskierung

Die Paraffin-fixierten Schnitte wurden fir 4 x 5 min in Xylol gebadet und dadurch
deparaffiniert. Darauf folgte die Rehydrierung der Schnitte durch eine absteigende
Alkoholreihe fur je 5 min in 100 %, 96 %, 80 %, 70 %, 50 % Ethanol und zuletzt H,0.
Die Fixierung mit Paraffin fihrt zu Querverbindungen fihren, welche die Antigenitat der
Proteine im Gewebe stort (Luttmann et al. 2009). Um diese Verbindungen
aufzubrechen, war es in den meisten Féllen notig einen Demaskierungsschritt in die
Farbung einzufiigen.

In einem Dampfgarer, der feuchte Hitze erzeugt, wurden die Schnitte in Citratpuffer
(pH = 6) oder TE-Puffer (pH = 9) fur 15 min gekocht. Die Reaktion wurde mit kaltem
Leitungswasser gestoppt und die Schnitte anschlieend noch einmal mit TBST

gewaschen.
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3.6.1.2 Blocking

Der Antigennachweis erfolgte mithilfe des Enzyms Peroxidase. Um endogene
Peroxidase zu blockieren wurden die Praparate fur 15 min in 3 % H,O, inkubiert.

Nach einem weiteren Waschgang folgte der Serumblock. Hierbei wurden mit
konkurrierendem Protein mogliche unspezifische Antikoérperbindungsstellen in den
Geweben Uberdeckt. Daflr wurde Normalserum verwendet, das aus der gleichen
Spezies stammte wie der 1. Antikérper. Die Schnitte wurden mit je 100 ul 2 %-Serum
(gelost in PBS) aus dem entsprechenden Peroxidase Kit fiir eine halbe Stunde in der
Feuchtekammer bei Raumtemperatur inkubiert. Um das Auftragen des Serums zu
erleichtern, wurden die Praparate auf den Objekttrdgern mit einem Dako Pen
umrandet, welcher eine hydrophobe Barriere bildete.

3.6.1.3 Antigen Detektion

Der priméare Antikdrper wurde in entsprechenden Konzentrationen (s. 3.1.6.2) in
Antikorper Diluent von der Firma Dako geldst. Die Schnitte wurden mit jeweils 100 pl
Antikdrperldsung benetzt und liber Nacht bei 4 °C in der Feuchtekammer inkubiert.

In jeder Farbereihe wurde je eine Kontrolle ohne Inkubation des primaren Antikérpers
eingefligt, um unspezifische Farbungen zu detektieren.

Zur Detektion des 1. Antikérpers wurde je ein Zweiantikbrper gewahlt, der spezifisch
die Fc Region des 1. Erkannte. Der 2. Antikbrper war mit Biotin konjugiert, was als
spezifische Bindungsstelle fiir das Proteine Streptavidin dient (Luttmann et al. 2009).
Nach der Inkubation Gber Nacht wurden die Schnitte nach einstiindigem Aufwérmen
wiederholt in TBST gewaschen. Der Zweitantikdrper wurde aus dem entsprechenden
Peroxidase Kit entnommen und 1:200 in PBS gel6st. Nach 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur folgte erneut 2 x 5 min Waschen in TBST.

3.6.1.4 Streptavidin-Peroxidase Komplex

Streptavidin wurde in diesem Fall als Komplex mit dem Enzym Peroxidase benutzt.
Streptavidin wurde gewahlt, da das Protein Avidin zu vermehrt unspezifischen
Farbungen gefuhrt hatte. Dies liegt daran, dass Avidin aufgrund eines
Kohlenhydratanteils und eines hohen isoelektrischen Punktes zur Assoziation mit
biologischen Strukturen neigt. Streptavidin hat keine solchen Kohlenhydratanteile
(Luttmann et al. 2009).

Fur die Untersuchung wurde eine Verdinnung von 1 : 400 Streptavidin-Peroxidase in
PBS benutzt. Die Praparate wurden fur 30 min. bei Raumtemperatur mit 100 ul der

Ldsung inkubiert und dann in TBST gewaschen.
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3.6.1.5 Visualisierung

Zur Visualisierung wurde das Substrat Diaminobenzidin (DAB) zugegeben. Jeweils
1 ml der DAB Stock-L&sung wurde im Dunkeln in 50 ml PBS geldst. Unter Zugabe von
H,O, wurde das Substrat zu einem braunen Préazipitat oxidiert. Die vom primaren
Antikdrper markierten Zellstrukturen erscheinen durch dieses Verfahren braun.

Diese Reaktion wurde mit der Zugabe von 20 ul H,O, in den Farbetrog gestartet. Zugig
wurden die Schnitte fur die entsprechende Dauer (s. 3.6.3 ff.) in den Trog eingetaucht
und anschlieend fir 2 x 5 min in H,O gewaschen. Zur Gegenfarbung wurden die
Praparate fur 15 sek in Hamalaun getaucht und unter laufendem Leitungswasser 3 min
geblaut. Um die Schnitte haltbar zu machen, wurden sie in der aufsteigenden
Alkoholreihe 50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethanol dehydriert und fur 2 x 5 min in
Roticlear gebadet. Eingedeckt wurde mit Rothi Mount.

3.6.2 p-ATM

Um den schadlichen Effekt von Rauch auf die DNA im volatilien Mausmodel zu
bestimmen, wurden Pankreasgewebsschnitte auf das oben beschriebene Protein
p-ATM gefarbt. P-ATM wird aktiviert wenn es in der DNA zu DSB kommt (Bakkenist
und Kastan 2003).

Da der p-ATM-Antikbrper aus der Spezies Maus stammte, stellte dies eine
Schwierigkeit fir den Anti-Maus-Zweitantikdrper dar, zwischen endogenen
Mausantikdrpern und dem zugefugten Detektionsantikorper unterscheiden zu kénnen.
Aus diesem Grund mussten in dieser Farbereihe besondere Proteinblockierungen
eingefligt werden. Fur 15 min wurde ein Demaskierungsschritt in pH = 9 durchgeftihrt.
AnschlieBend wurden die Schnitte in 1 % Triton bei Raumtemperatur fir 30 min
inkubiert. Als Proteinblockierung wurde neben dem Normalserum-Blocking mit
Ziegenserum ein zuséatzlicher endogener Maus-1gG-Block durchgefuhrt. Dazu wurde
unkonjugiertes AffiniPure-Fab Fragment Ziege anti-Maus IgG(H+L) von Jackoson
Immuno Rearch in PBS 1 : 20 verdinnt und tUber Nacht bei 4 °C inkubiert. Au3erdem
wurden sowohl der Erst- als auch der Zweitantikorper in speziellem MOM Diluent der
Firma Vectorlabs verdiinnt. Dabei wurde der Primarantikorper 1 : 400 verdinnt und der
Sekundarantikorper 1 : 200. DAB wurde anschliel3end fir 2 min aufgetragen.

Zur Auswertung wurden verblindet zehn zuféllige Bildausschnitte neoplastisch-aktiver
Regionen der K/C- (mit 40-facher VergroRerung) fotografiert. Unter Verwendung des
Analyseprogramms ImageJ wurde die Anzahl der Zellen nachtraglich am Computer

ausgezahlt. Eine beispielhafte Auswertung mit diesem Program ist im Anhang zu
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finden (s. 9.3). Es wurden alle Zellen je Neoplasie und deren positiv gefarbten Zellen
gezahlt und die Prozentzahl der positiven Zellen bestimmt. Dabei wurde zwischen
ADM und PanIN unterschieden. Die WT-Tiere wurden nicht weiter ausgewertet, da sich
alle Inselzellbereiche positiv zeigten.

3.6.3 Ki-67

Zur Analyse, ob die volatile Tabak-Exposition im Mausmodell zu einer Veranderung der
Proliferationsfraktion im Pankreasgewebe fiihrt wurde der Marker Ki-67 herangezogen.
Das nukleare Protein Ki-67 ist in jeder Phase des Zellzyklus aller proliferierenden
Zelltypen nachweisbar (Gerdes et al. 1983; Scholzen und Gerdes 2000). In ruhenden
Zellen wird es nicht exprimiert (Gerdes et al. 1983).

Zur Demaskierung wurde TE-Puffer (pH = 9) gewahlt. Da der primare Antikbrper aus
der Spezies Kaninchen stammt wurde das sogenannte ,Rabbit Peroxidase Kit"
angewendet. In diesem enthalten ist ein Block aus Ziegenserum.

Der primare Antikérper wurde mit einer Verdinnung von 1:600 angewendet. Der
sekundare  Antikdrper ist ein  Ziegenantikbrper gegen den  primaren
Kaninchenantikorper. Die Schnitte wurden fir 17 min in DAB getaucht.

In den Schnitten der K/C-Tieren wurden zufallige Neoplasie-Regionen in 40-facher
VergroRerung verblindet fotografiert (je 10 Bilder pro Maus) und getrennt ADMs und
PanINs mit ImageJ ausgewertet. Dadurch erhielt man die spezifische Proliferationsrate
der Lasionstypen, aus der die Gesamtproliferation aller Neoplasien berechnet werden
konnte. Die Bildausschnitte der einfach transgenen WT-Mause waren frei von
Neoplasien. Es wurden daher alle positiven Zellen in zuféllig fotografierten Bildern (je
10 Bilder pro Maus) in 20-facher Vergrof3erung gezahlt und der Mittelwert gebildet.

3.6.4 CD31

Um der Frage nachzugehen, ob es in den exponierten Mausen zu einer gesteigerten
Angiogenese im Vergleich zu den Kontrolltieren kommt wurden CD31-Farbungen
durchgefihrt. Dieses Antigen ist auf der Oberflache von Endothelzellen zu finden
(Albelda et al. 1991). CD31 wurde mithilfe eines Rattenantikdrpers nachgewiesen. Die
Demaskierung erfolgt durch Citrat-Puffer. Der Peroxidase Block wurde erweitert.
Anstatt eine 3 % LAdsung H,O, mit PBS herzustellen wurde Methanol gewahlt. Da der
Normalserum-Block des Kits ausschlief3lich mit Kaninchen-Serum zuviel Hintergrund
ausloste wurde ein zusatzlicher 10 % FCS Block (in PBST) fur 20 min durchgefuhrt.

Der Primarantikorper hatte die Konzentration 1 : 20. Die Reaktion des DAB dauerte 18
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min. Fdr die Auswertung der K/C-Mausen wurden zehn neoplastische Regionen
zuféllig bei 20-facher VergroRerung verblindet fotografiert. Mit ImageJ wurden die
positiv gefarbten Mikrogefaf3e pro Bildausschnitt gezahlt. Es wurden jene Strukturen
als positiv gewertet, die ein Lumen aufwiesen oder langgezogene positive Strukturen,
die ein langsgeschnittes Gefa3 vermuten lieRen. GréRere Gefalstrukturen mit
muskularen Anteilen wurden nicht mit gezahlt. Uber die Anzahl in allen Fotos je Maus
wurde der Mittelwert gebildet. Die WT-Tiere wurden in funf zuféllig gewéhlten
Bereichen in 20-facher VergroRerung verblindet fotografiert. Auch hier wurden die

positiv gefarbten Kapillaren mit ImageJ fotografiert und pro Maus gemittelt.

3.7 Statistik

Die verblindet ermittelten Werte der histologischen Untersuchungen wurden in eine
SPSS-Maske eingegeben und analysiert. Zur Auswertung der metrischen Werte
wurden zunachst die deskriptiven Lageparameter Mittelwert und Standartabweichung
der verschiedenen Gruppen (3- bzw. 6-Monats-Raucher und -Nichtraucher) ermittelt.
Die Verteilung der ordinal-skalierten Messwerte und die Messwerte des
Kooperationspartners CNIO wurden durch den jeweiligen Median beschrieben.

Um die Hypothese, dass Expositionsgruppe und Kontrollgruppe sich unterscheiden zu
Uberprifen wurden statistische Tests angewandt. Fir die Untersuchung der metrischen
MessgroRen wurde eine multilineare Regression herangezogen. Die lineare
Regressionsanalyse ist ein Verfahren zur Analyse des Einflusses von einer oder
mehreren unabhangigen Variablen (Raucherstatus und Dauer), die ein beliebiges
Messniveau aufweisen konnen, auf eine metrische, abhangige Variable. So konnten
sowohl die 3-Monats-Tiere als auch die 6-Monats-Tiere in einem statistischen Test
betrachtet werden. Um zu untersuchen, ob zwischen den ordinal verteilten
Ergebnissen der Raucher und Nichtraucher ein signifikanter Unterschied besteht wurde
ein Mann-Whitney-U-Test durchgefuihrt. Da dieser den Einflussfaktor Dauer (=Alter)
nicht mit betrachtet hat wurden die 3- bzw. 6-Monatsgruppe getrennt auf den Einfluss
des Rauchens untersucht. Auch die Werte des Kooperationspartners in Madrid wurden
mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests ausgewertet. Hier wurden nur die 6-Monats-Tiere
betrachtet. Die jeweilige Nullhypothese (kein Unterschied zwischen Expositions- und
Kontrollgruppe) wurde mit einem Signifikanzniveau von 5 % abgelehnt, wenn der p-
Wert < 0,05 betrug. Die von SPSS ausgegebenen Ergebnisse der statistischen

Analyse sind zuséatzlich zum Ergebnisteil im Anhang (Kapitel 9.4) aufgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Letalitat im Mausmodell

Um die Wirkung von Rauch auf die Tumorprogression des Pankreas zu untersuchen,
wurde das Mausmodell P487“"®; LSL-KRAS®'**® herangezogen. Insgesamt wurden 49
Tiere in den Versuchsaufbau eingeschlossen. Davon handelte es sich bei 20 um WT-
Tiere und bei 29 um K/C-Tiere, welche das mutierte K-ras exprimierten.

Aus diesen Gruppen wurden Mause in einer speziellen Rauchkammer fir 3 bzw. 6
Monate mit Rauch exponiert (=Raucher). Kontrollen (=Nichtraucher) aus den jeweiligen
genetischen Gruppen wurden ohne weitere Behandlung fiir denselben Zeitraum weiter
gehalten. AnschlieBend wurden die Tiere geopfert und histologisch aufgearbeitet. Aus
den Pankreaspraparaten wurden HE-Farbungen angefertigt.

Nicht alle Tiere erreichten den Endpunkt des Experiments. Die Letalitat der
doppelttransgenen Raucher war gegenitber den anderen Gruppen erhdht. In der
Gruppe der K/C-Raucher verstarben drei von urspriinglich 16 Mausen. Die Letalitat
betrug in dieser Gruppe folglich 18,75 %. Eine weitere Maus verstarb in der Gruppe der
einfachtransgenen WT-Nichtraucher. Die Gruppe bestand aus 11 Mausen. Somit lag
die Letalitat in dieser Gruppe bei 9 % (s. Tabelle 4.1). Informationen zur Todesursache
der Tiere waren von der AG Baals in Homburg nicht erhaltlich.

In der Gruppe der doppelttransgenen Nichtraucher und den einfachtransgenen

Rauchern kam es zu keinen Todesféallen.

Tabelle 4.1: Letalitat im Mausmodell

WT-Mause K/C-Méause
Nichtraucher 9% (n=1) 0%
Raucher 0% 18,75% (n=3)

Neben der Tatsache, dass einzelne Méause verstarben, konnte die Bauchspeicheldriise
einer Maus aufgrund mangelnder Fixierung nicht in die Auswertung mit aufgenommen
werden, sodass letztlich 44 Tiere den histologischen Auswertungen zugefthrt wurden
(s. Tabelle 3.2 Kapitel 3.4).
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4.2 Histopathologische Untersuchung

Die einfachtransgenen WT-Mé&use zeigten einen regelhaften Aufbau. Pathologische
Auffalligkeiten fanden sich nur in den doppelttransgenen K/C-Mausen.

4.2.1 Histologie der WT-Mause

In der Gruppe der einfachtransgenen Mause zeigten sowohl die Nichtraucher als auch
die Raucher in je drei HE-Farbungen nach 3 und 6 Monaten einen regularen
Drusenaufbau (s. Abbildung 4.1). Es fanden sich lappchenartige Strukturen, welche
durch bindegewebige Septen getrennt wurden. Das Bindegewebe enthielt regelhaft
BlutgefalRe, grof3e Ausfilhrungsgange und wenige Fettvakuolen.

Der exokrine Anteil aus tubulo-azinare Endstlicken zeigte regulér basale Zellkerne. Die
Ausfihrungsgdnge bestanden aus kubischen Zellen. Im Parenchym lieRen sich
endokrine Langerhanssche-Inseln finden. Die alleinige Rauchexposition der WT-Mause

fuhrte zu keiner Neoplasie Bildung im Pankreas.

Abbildung 4.1: HE-Farbung des gesunden Pankreasgewebes der WT-Mause.
A) 6-Monats-WT-Nichtraucher, B) 6-Monats-WT-Raucher in 10-facher Vergréf3erung.
1 = Azini, 2 = endokrine Insel, 3 = Dukti, 4 = GefaR3, 5 = Fettvakuole.

4.2.2 Histologie der K/C-Méause

Alle K-ras mutierten Mause zeigten wie erwartet pathologische Veranderungen
einschlie3lich Entzindung, Fibrose, Duktektasien und Neoplasien wie PanIN-1-, -2-
und ADM-Léasionen (s. Abbildung 4.2). PanIN-3-Lasionen oder Karzinome wurden in

keiner Maus gefunden.

42



Ergebnisse

Abbildung 4.2: HE-Farbung der neoplastischen Regionen der K/C-Mause.
A) 3-Monats-K/C-Nichtraucher, B) 3-Monats-K/C-Raucher in 10-facher Vergréerung.

Die unterschiedlichen Neoplasie-Arten treten nebeneinander auf. Beispielhafte PanIN-

Regionen = schwarzer Kreis, beispielhafte ADM-Regionen = weil3er Kreis.

Die Auswertung des Gewebes erfolgte zusammen mit dem Pathologen Prof. Dr. Sipos
aus Tubingen. Zuerst wurde verblindet der prozentuale Anteil der L&asionen am
Gesamtgewebe geschatzt und mithilfe der multilinearen Regressionsanalayse
statistisch untersucht. Darauf folgte eine genauere Untersuchung der einzelnen
pathologischen Veranderungen PanIN-1, PanIN-2, ADM, Fibrose, Entziindung und
Duktektasie. Das Ausmald der jeweiligen pathologischen Verdnderung wurde mit
Werten von ,0“ bis ,,3" versehen (s. Kapitel 4.3.2.2-6). Die Veranderungen traten nicht
(zugeordneter Wert = ,0%), vereinzelt (= ,,0/1%), in 10 % (= ,1%), in 20 — 40 % (= ,2“) oder
in Gber 50 % des Gewebes (=,3“) auf. Ob ein statistischer Unterschied zwischen den
Gruppen besteht wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests untersucht. Die Ergebnisse
der statistischen Analyse finden sich, wie auch fir die folgenden Untersuchungen,

zusatzlich im Anhang (s. 9.4).

4.2.2.1 Anteil der pathologischen Veranderungen am Gesamtgewebe

Es wurden PanIN- und ADM-Regionen mit der sie umgebenden Fibrose betrachtet und
ihr Flachenanteil am Gesamtgewebe verblindet geschatzt. Aus der Prozentzahl lasst
sich ruckschlieBen, wie viel Flache des Pankreasschnittes noch aus gesunden Azini
besteht. Sowohl die Expositions- als auch die Kontrollgruppe wiesen eine grofe
Streuung der Werte auf, wobei dies starker in den 6-Monats- als in den 3-Monats-
Tieren zu beobachten war. In der 6-Monats-Gruppe schwankten die Werte der
Nichtraucher zwischen 10 — 90 % und die der Raucher zwischen 30 — 100 %. In
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Abbildung 4.3 ist je eine Ubersichtsaufnahme der maximal veranderten Raucher- bzw.
Nichtraucher-Pankreata zu sehen. Die Rauchergruppe der 3- bzw. 6-Monats-Tiere
enthielt jeweils den Maximalwert des veranderten Gewebes: In der 3-Monats-Kategorie
erreichte eine Raucher-Maus einen Wert von 70 %. Unter den 6-Monats-Tieren bildete

eine Raucher-Maus das Maximum mit einem Wert von 100 % verandertem Gewebe.

(k, " :j.v?- ‘:‘?‘;‘?r\
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Abbildung 4.3: HE-Farbung der maximal neoplastisch veranderten K/C-Pankreata.
A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher B) 6-Monats-K/C-Raucher 5-facher VergroRerung. In A)
sind noch vereinzelt intakte azindre Strukturen zu erkennen (schwarze Pfeile). B) zeigt
ein zu 100 % verandertes Gewebe.

Wie unter 3.7 beschrieben wurden die metrischen Werte gleichermalRen ausgewertet.
Zuerst erfolgte die rein deskriptive Beschreibung der Lagemafle Mittelwert und
Standartabweichung. Daraufhin wurde eine multilineare Regression als statistischer
Test angelegt.

Der Mittelwert des prozentualen Anteils des veranderten Gewebes der 3-Monats-
Nichtraucher betrug 34 + 13,4 %. Die Vergleichsgruppe der 3-Monats-Raucher zeigte
eine &hnliche Verteilung (31,7 = 23,2 %).

Die 6-Monats-Tiere wiesen erwartungsgemaf sowohl in der Gruppe der Nichtraucher
als auch der Raucher statistisch signifikant mehr neoplastische Veranderungen auf als
die entsprechenden jingeren 3-Monats-Tiere. Der Mittelwert der Nichtraucher lag hier
bei 58,8 + 25,9 % verandertem Gewebe. Die Raucher erreichten einen Mittelwert von
77,5+ 27,2 %. Eine graphische Darstellung der Verteilung ist in Form eines Boxplot-
Diagramms in Abbildung 4.4 zu sehen. Tabelle 4.2 zeigt die genannten Werte der 3-
und 6-Monats-Gruppe.
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Die multilineare Regressionsanalyse zeigte, dass das Alter des Tieres einen
signifikanten Einfluss (p =0,001) auf den Anteil des neoplastisch veré&nderten
Gewebes am Gesamtgewebe hatte. Der Regressionskoeffizient lag bei 35,15. Der
Einfluss des Rauchstatus auf den Anteil der Neoplasie erreichte in der
Regressionsanalyse einen p-Wert von 0,3337 und somit keine ausreichende

Signifikanz.
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Abbildung 4.4: Boxplot — Prozentualer Anteil des pathologisch verédnderten
Gewebes im Pankreas der K/C-Tiere.

Beide 6-Monats-Gruppen (rechts) erreichten signifikant héhere Werte, als die jeweiligen
3-Monats-Tiere (p = 0,001). Die jeweilige Raucher-Gruppe (griner Balken) zeigte
héhere Maximal-Werte als die Nichtraucher-Gruppe (blauer Balken) ohne statistische
Signifikanz (kein signifikanter Einfluss des Raucherstatuts auf den Anteil des

pathologischen Gewebes).
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Tabelle 4.2: Prozentualer Anteil der pathologischen Veranderungen am
Gesamtpankreas der 3- und 6-Monats-K/C-Tiere
3-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
(%) (%) (%) (%)
Nichtraucher (n = 5) 34,0 13,4 20 50
Raucher (n = 6) 31,7 23,2 10 70
6-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
(%) (%) (%) (%)
Nichtraucher (n = 8) 58,8 25,9 10 90
Raucher (n = 6) 77,5 27,2 30 100

Multilineare Regressionsanalyse: Raucherstatus p = 0,3337; Alter p = 0,001

4.3.2.2 PanIN-1

PanIN-l1a-Lasionen, mit zylindrischen Zellen und basalstandigem Zellkern, fanden sich

in jedem Pankreas der K-ras mutierten Tiere. Papillar ins Lumen einwachsende PanIN-

1b-L&sionen erschienen sporadisch mit den PanIN-1a und wurden daher unter der

Kategorie PanIN-1 zusammen mit den la-L&sionen betrachtet. Beide L&sions-Typen
sind in Abbildung 4.5 dargestellt.

Abbildung 4.5: PanIN-1a- und 1b-L&sionen im Pankreas der K/C-Tiere.
HE-Farbung: A) 3-Monats-K/C-Nichtraucher, B) 3-Monats-K/C-Raucher in 40-facher
VergrofRerung. Beispielhafte PanIN-1a- = weil3er Pfeil und beispielhafte PanIN-1b-

Lasion = schwarzer Pfeil.
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Jeder Maus wurde ein Wert von ,,0“ — ,3“ (s. Kapitel 4.2.2) zugeordnet, um die Starke
der PanIN-1-Belastung im Pankreas zu beschreiben. Eine Auflistung der PanIN-1-
Werte fir die 3- und 6-Monats-K/C-Tiere findet sich in Tabelle 4.3.

Ein 3-Monats-Raucher wies mit dem Wert ,3“ die héchste PanIN-1 Belastung zu
diesem Zeitpunkt auf. Diese Maus besal® unter den 3-Monats-Tieren auch insgesamt
den hochsten Anteil von verandertem Gewebe. Als Lagemal’ fur die ordinal skalierten
Messwerte wurde der Median bestimmt und als statistischer Test der Mann-Whitney-U-
Test durchgefuhrt. Sowohl in der 3-Monats-Raucher- als auch Nichtraucher-Gruppe lag
der Median fir die PanIN-1 Belastung bei ,1“. Entsprechend der insgesamt héheren
Neoplasie-Belastung der 6-Monats-Tiere gegeniber den 3-Monats-Tieren (s. 4.2.2.1)
wurden bei den 6-Monats-Tieren starkere PanlIN-1-Ausprégungen festgestellt. Eine
sehr starke PanIN-1 Auspragung (,3“) liel3 sich bei drei von 6 Rauchern bzw. drei von 8
Nichtrauchern feststellen. Der Median der Raucher lag bei ,2,5% der der Nichtraucher
bei ,2“ Die statistische Analyse durch den Mann-Whitney-U-Test zeigte zu beiden
Zeitpunkten (3 und 6 Monate) keinen signifikanten Unterschied beziiglich der PanIN-1-

Belastung zwischen Rauchern und Nichtrauchern (s. Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: PanIN-1-Belastung in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere

Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher

n=>5 n==6 n=_8 n==6

0/1 2 (40 %) 1 (16,7 %) - -

1 3 (60 %) 4 (66,7 %) 3 (37,5 %) 2 (33,4 %)

2 - - 2 (25 %) 1 (16,7 %)

3 - 1 (16,7 %) 3 (37,5 %) 3 (50%)
Mann-Whitney-U-Test p =0,429 p =0,755

Im Rahmen der anschlieBenden Kollaboration mit der AG Heeschen war es maglich
per Scanner-System die genaue Anzahl der PanIN-Lasionen im gesamten Gewebe zu
bestimmen. Hierbei wurden die 6-Monats-K/C-Tiere ausgewertet und zwischen PanIN-
la und -1b unterschieden. Es zeigt sich in der Gruppe der Nichtraucher ein Median von
18,5 PanIN-la-Lasionen. In der Gruppe der Raucher lag der Median bei 60,5 PanIN-
la-Lasionen (s. Tabelle 4.4). Die anschlieRende statistische Untersuchung mit dem

Mann-Whitney-U-Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen Expositions-
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und Kontroll-Gruppe (p = 0,0110). Somit zeigten die volatil exponierten K/C-Tiere eine

héhere Anzahl von PanIN-l1a-Lasionen.

Tabelle 4.4: Anzahl der PanIN-1a im Gesamtpankreas der 6-Monats-K/C-Tiere

6-Monats-Tiere Median Minimum Maximum
Nichtraucher (n = 8) 18,5 3 44
Raucher (n = 6) 60,5 19 102

Mann-Whitney-U-Test: p = 0,0110

Die mediane Anzahl der PanIN-1b-Lasionen lag in der Gruppe der Nichtraucher bei 8

und in der Gruppe der Raucher bei 11 Lasionen (s. Tabelle 4.5). Eine statistische

Analyse dieser Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,2744).

100 -

80 -

60 -

Anzahl der PanIiMN-1a-Lisionen

Nichtraucher

Abbildung 4.6: Boxplot — Anzahl der PanIN-1a im Gesamtgewebe der 6-Monats-

K/C-Tiere.

Raucher

Die Gruppe der exponierten Raucher zeigt eine signifikant héhere Anzahl an PanIN-1a-

Lasionen als die Gruppe der Nichtraucher (p = 0,0110).

dargestellt. (Mit freundlicher Unterstitzung der AG Heeschen).

Tabelle 4.5: Anzahl der PanIN-1b im Gesamtpankeas der 6-Monats-K/C-Tiere

6-Monats-Tiere Median | Minimum Maximum
Nichtraucher (n = 8) 8,0 2 20
Raucher (n = 6) 11,0 1 31

Mann-Whitney-U-Test: p = 0,2744

Ausreiler sind nicht
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4.3.2.3 PanIN-2

PanIN-L&sionen, die einen Verlust der Polaritdt und pseudomehrreihig stehende Kerne
zeigten, wurden als PanIN-2-Neoplasie eingestuft (beispielhafte PanIN-2-Lasionen s.
Abbildung 4.7).

Abbildung 4.7: PanIN-2-Lasionen im Pankreas der K/C-Tiere.
HE-Farbung: A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher, B) 3-Monats-K/C-Raucher in 40-facher

VergroéRerung. Beispielhafte PanIN-2-L&sion = schwarzer Pfeil.

Tabelle 4.6 zeigt die gefundenen Auspragungen. Unter den 3-Monats-Tieren zeigte nur
eine Maus PanIN-2-Lasionen. Bei dieser handelte es sich um ein mit Rauch
exponiertes Tier und der Wert der PanIN-2-Belastung lag bei ,1% Eine beispielhafte
PanIN-2-Lasion dieses Tieres zeigt die Abbildung 4.7 B. Der Median lag in beiden

Gruppen bei ,0% In der 6-Monats-Kohorte kam es bei mehr Mausen zu PanIN-2-
Lasionen. Auch die nichtexponierten Mause entwickelten zu diesem Zeitpunkt PanIN-
2-Lasionen (s. Abbildung 4.7 A). Die starkste Auspragung lag bei ,1“ und wurde von je
drei Rauchern bzw. Nichtrauchern gezeigt. Der Median lag in der Gruppe der
Nichtraucher bei ,0,5% bei den Rauchern bei ,0,75% Die statistische Analyse durch den
Mann-Whitney-U-Test zeigte in der PanIN-2-Belastung keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Expositionsgruppen (3-Monats-Gruppe p = 0,662; 6-
Monate p = 0,755).

Aufgrund der sehr geringen Anzahl an PanIN-2-L&asionen wurde diese L&sionsart von
unserem Kooperatinspartner in Madrid nicht weiter ausgewertet.
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Tabelle 4.6: PanIN-2-Belastung in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere
Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
n=>5 n==6 n=8 n==6
0 5 (100 %) 5 (83,3 %) 3 (37,5 %) 2 (33,4 %)
0/1 - 1 (16,7 %) 2 (25 %) 1 (16,7 %)
1 - - 3 (37,5 %) 3 (50 %)
Mann-Whitney-U-Test p = 0,662 p =0,755

4.3.2.4 ADM

ADM-L&sionen waren in jeder der untersuchten K/C-M&use zu finden. In Abbildung 4.8
sind beispielhafte ADM-L&sionen von Rauchern und Nichtrauchern zu sehen. Diese
Lasionsart geht auf azindre Zellen zuriick, welche sich metaplastisch zu gangartigen

Zellen verandern.

Abbildung 4.8: ADM-Lasionen im Pankreas der K/C-Tiere.
HE-Farbung: A) 3-Monats-K/C-Nichtraucher, B) 6-Monats-K/C-Raucher in 40-facher

VergréRerung. Beispielhafte ADM-Lasion = schwarzer Pfeil. Die gesunden Azini

stellen sich in der HE-Féarbung rot dar.

Die ADM Belastung in den Pankreata der K/C-Tiere ist der Tabelle 4.7 zu entnehmen.
In der Gruppe der 3-Monats-Tiere wurde eine &hnliche Verteilung in Rauchern und
Nichtrauchern gefunden. Der Median lag in beiden Gruppen bei dem Wert ,1“ ohne
statistischen Unterschied (p = 0,662).
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Die 6-Monats-Mause zeigten ebenfalls eine &hnliche Verteilung der Werte bei
insgesamt hoherer Auspragung der ADM-Belastung. Der Grofdteil der Mause lag in
beiden Gruppen bei ,3“. So liegt auch der Median in beiden Gruppen bei dem Wert , 3"
und der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifiknaten Unterschied (p = 0,852).
Eine der mit Rauch exponierten Mause fiel durch ihre besonders starke ADM-
Belastung auf. Das Pankreas dieser Maus wurde bereits unter dem Punkt 4.2.2.1 als
100% neoplastisch verandert beschrieben. Bei erneuter Betrachtung war zu erkennen,
dass es sich bei dem verénderten Gewebe fast ausschlieBlich um ADM-Lasionen
handelte. PanIN-Lasionen tauchten nur vereinzelt auf. Die Abbildung 4.3 B unter dem

Punkt 4.2.2.1 zeigt einen Bildausschnitt dieser Maus.

Tabelle 4.7: ADM-Belastung in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere

Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher

n=>5 n==6 n=28 n==6

0/1 - 1 (16,7 %) - -

1 3 (60 %) 3 (50 %) 1 (12,5 %) 1 (16,7 %)

2 2 (40 %) 2 (33,3%) 1 (12,5 %) 1 (16,7 %)

3 - - 6 (75 %) 4 (66,7 %)

Mann-Whitney-U-Test p =0,662 p = 0,852

4.3.2.5 Fibrose und Entziindung

In den Pankreata der K/C-Tiere bildeten sich neben den oben beschriebenen
neoplastischen Verdnderungen Stromareaktionen in Form von Fibrose und
Entzindung aus. Abbildung 4.9 =zeigt zwei Beispielaufnahmen einer starken
Stromareaktion.

Mit zunehmendem Alter konnte eine zunehmende Fibrose festgestellt werden. Tabelle
4.8 zeigt die Auflistung der Fibrose-Belastung aller K/C-Tiere. So zeigten die 3-Monats-
Tiere in 3 von 6 Rauchern und 2 von 5 Nichtrauchern einen leichten Anteil von
fibrotischem Gewebe (,1%). Ein Nichtraucher zeigte bereits eine starkere Fibrose mit
dem Wert ,2“. Der Median lag in dieser Gruppe bei ,1% in der Gruppe der Raucher bei
,0,5“ ohne signifikanten Unterschied (p = 0,545). Unter den 6-Monats-Tieren zeigten
die meisten Tiere eine Fibrose des Grades ,2“. Der Median lag in beiden Gruppen bei
,2* ohne feststellbaren Unterschied (p = 0,950).
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Abbildung 4.9: Stromareaktion im Pankreas der K/C-Tiere.
HE-Farbung: A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher in 10-facher Vergré3erung, B) 6-Monats-

K/C-Raucher in 40-facher Vergrof3erung. Die rosa gefarbten Bindegewebsstrange sind

vermehrt (Fibrose) und mit Immunzellen durchsetzt (Entziindung).

Tabelle 4.8: Auspragung der Fibrose in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere
Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
n=>5 n=6 n=8 n=6
0 2 (40 %) 3 (50 %) - -
1 2 (40%) 3 (50 %) 1 (12,5 %) 1 (16,7 %)
2 1 (20 %) - 7 (87,5 %) 5 (83,3 %)
Mann-Whitney-U-Test p =0,662 p = 0,950

Auch die Infiltration des Gewebes mit Immunzellen (=Grad der Entzindung) war in
beiden Gruppen ahnlich verteilt. In den 3-Monats-Tieren waren sowohl keine (,09),
leichte (,1“) und starke (,2“) Entziindungen zu finden (s. Tabelle 4.7). Der Median lag
in Expositions- und Kontroll-Gruppe bei ,1“ und die Nullhypothese wurde beibehalten
(p =0,247).

In den 6-Monats-Tieren fand sich, wie in der Fibrose Auswertung, bei den meisten
Tieren eine Entziindung des Grades ,2“. Der Median lag hier bei Rauchern und
Nichtrauchern bei ,2“ Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Expositions-Gruppen beziiglich der Entziindung (p = 0,950).
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Tabelle 4.9: Auspragung der Entziindung in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere
Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
n=>5 n==6 n=8 n==6
0 - 2 (33,3 %) - -
1 3 (60%) 3 (50 %) 1 (12,5 %) 1 (16,7 %)
2 2 (40 %) 1 (16,7 %) 7 (87,5 %) 5 (83,3 %)
Mann-Whitney-U-Test p = 0,247 p = 0,950

4.3.2.6 Duktektasie

Duktektasie bezeichnet die starke Erweiterung des Pankreasgangsystems durch eine
Stauung des Sekretes (s. Abbildung 4.10).

Abbildung 4.10: Duktektasie im Pankreas der K/C-Tiere.
HE-Farbung: A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher, B) 6-Monats-K/C-Raucher in 10-facher

VergréRerung.

In Tabelle 4.10 findet sich eine Auflistung der gefundenen Auspragungen der
Duktektasie. In den 3-Monats-Tieren lag der Meidan in der Gruppe der Nichtraucher
bei ,0% in der Gruppe der Raucher bei ,0,25¢. Dieser Unterschied war nicht signifikant
(p = 0,537). In der Gruppe der 6-Monats-Tiere lag der Median der Nichtraucher bei ,1*
und der Median der Raucher bei ,1,5“ ohne signifikanten Unterschied (p = 0,573).
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Tabelle 4.10: Auspragung der Duktektasie in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere 6-Monats-Tiere
Auspragung Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher
n=>5 n==6 n=8 n==6
0 4 (80 %) 3 (50 %) 1 (12,5 %) 1 (16,7 %)
0/1 - 1 (16,7 %) 5 (62,5 %) 2 (33,3 %)
1 1 (20 %) 2 (33,3 %) 2 (25 %) 3 (50 %)
Mann-Whitney-U-Test p = 0,537 p=0,573

4.3 Analyse des DNA-Schadens in vitro

Parallel zu den in vivo Versuchen sollte der Effekt der Zigarettenrauch-Exposition auf
Pankreaszellen in vitro untersucht werden. Dazu wurde ein Rauchmedium hergestellt,
das die Rauchinhaltsstoffe einer Zigarette enthielt. Immortalisierte duktale
Pankreasepithelzellen (HPDE-Zellen) wurden mit verschiedenen Konzentrationen
dieses Rauchmediums fir 48 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und
der Rauchexpositions-Effekt auf Proteine der DNA-Reparatur-Kaskade mithilfe einer
SDS-PAGE untersucht.

Hierbei wurde die Wirkung des Rauchmediums auf die DNA mithilfe zweier Proteine
untersucht: y-H2AX (15 - 17 kDa) und p-ATR (250 kDa). Abbildung 4.11 zeigt je einen
reprasentativen Immunoblot von drei unabhangigen Versuchsreihen mit Nachweis von
y-H2AX und p-ATR. Zusatzlich ist die B-Aktin-Bande (42 kDa) des entsprechenden
Western-Blot mit aufgefiihrt. Sie zeigt eine gleichmafige Beladung an.

Nach 48 h wurde in den Proben der exponierten Zellen sowohl fir p-ATR als auch
y-H2AX eine starkere Bande gefunden als in der Kontrolle. Als Kontrolle dienten
ebenfalls HPDE-Zellen die jedoch nur mit reinem N&hrmedium behandelt wurden. In
diesen Kontrollzellen liesen sich p-ATR und y-H2AX schwach nachweisen.

Je geringer die Verdiinnung des Rauchmediums in den exponierten Zellen war, desto
ausgepragter zeigten sich die Banden. Somit waren mit steigendem Anteil des
Rauchmediums (in der Abbildung von links nach rechts) die Proteine der DNA-

Reparatur-Kaskade in den Zellen vermehrt nachweisbar.
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p-ATR

y-H2AX

B-Aktin

K 1:200 1:100 1:50 Rauchmedium

Abbildung 4.11: Beispielhafter Immunoblot mit Nachweis der DNA-Reparatur-
Kaskade in HPDE-Zellen nach 48 h Exposition.

K = Kontrolle. y-H2AX und p-ATR dienten als Marker der DNA-Reparatur-Kaskade.
B-Aktin wurde gleichmaRig beladen.

4.4 Analyse des DNA-Schadens in vivo

Um den DNA-Schaden im Gewebe zu quantifizieren, wurden die Schnitte
immunhistochemisch auf p-ATM geféarbt. Wie unter Kapitel 3.6.2 erlautert liegt das
aktivierte p-ATM in Zellen vor, die auf einen DNA-Strangbruch reagieren. Zellen, die

p-ATM enthielten stellten sich in der immunhistologischen Farbung dunkelbraun dar.

4.4.1 DNA-Schaden der WT-Mause

In der p-ATM-Farbung der einfachtransgenen WT-Mause kam es sowohl in den
Expositions- als auch den Kontrolltieren zu keinem wesentlichen Signal. Es zeigte sich
eine leichte zytoplasmatische Hintergrundfarbung der Azinus- und Inselzellen.

4.4.2 DNA-Schaden der K/C-Mause

Die K-ras mutierten Mause zeigten spezifisch angefarbte Zellen in den Neoplasien.
Dabei wurde p-ATM vorwiegend im Zytoplasma und geringfligig im Zellkern detektiert.
In wenigen Fallen erschien die gesamte Zelle positiv. Dabei lasst sich schwer
beurteilen, ob in diesen Fallen der Kern stark positiv ist oder ob dieser nicht

angeschnitten wurde.
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Wie in Abbildung 4.12 zu sehen ist, waren nur einzelne Zellen der Lasionen positiv.
Neben diesen spezifisch angefarbten Zellen kam es, wie in der Gruppe der WT-Tiere,

zu einer zytoplasmatischen Hintergrundfarbung der Azinus- und Inselzellen.
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Abbildung 4.12: p-ATM-Farbung der K/C-Tiere.
A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher B) 6-Monats-K/C-Raucher in 40-facher Vergro3erung.

Die p-ATM positiven Zellen stellen sich dunkelbraun dar.

Fiar die Auswertung wurden 10 neoplasiische Areale des Pankreas in 40-facher
VergroBerung ohne Kenntnis (ber den Expositionsstatus der jeweiligen Maus
fotografiert. Jeweils alle Zellen der verschiedenen neoplastischen Veranderungen und
die p-ATM positiven Zellen wurden mit ImageJ gezahlt. Eine beispielhafte Auswertung
mit diesem Program ist im Anhang (s. 9.3) zu finden. Dabei wurde zwischen ADM- und
PanIN-Strukturen unterschieden. So erhielt man den prozentualen Anteil der p-ATM
positiven Zellen jeder Lasionsart bzw. beider Neoplasien zusammen. Die Anzahl der
ausgezahlten Zellen variierte von 600 — 2000 Zellen pro Maus.

Betrachtet man die p-ATM positiven Zellen aller Lasionen aufgeteilt nach Rauchern
und Nichtrauchern, so zeigen sich annahert identische Werte. In der Auswertung der 3-
Monats-Mause ergab sich fur die Nichtraucher ein Anteil von 2,2 £ 1,8 % und fur die
Raucher 2,1+ 0,7 % p-ATM positiver Zellen in neoplastischen Lasionen (s. Tabelle
4.11). Aufgeteilt nach PanIN- und ADM-L&sionen zeigten die beiden Gruppen (Raucher
und Nichtraucher) ebenfalls keinen statistischen Unterschied. Die PanIN-Werte der
Nichtraucher lagen bei 2,1 £ 1,4 % und die der Raucher bei 2,0 £ 0,7 %. Der Mittelwert
der Nichtraucher fur den Anteil p-ATM positiver Zellen in ADM-L&sionen lag bei
1,8 + 2,4 %. Die ADM-Lasionen der Raucher zeigten 2,6 £ 1,3% positive Zellen.
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Die alteren 6-Monats-Tiere erreichten signifikant h6here Werte bezuglich der p-ATM
positiven Zellen als die 3-Monats-Mause (s. unten). Expositions- und Kontrollgruppe
erreichten ahnliche Verteilungen. Eine Auflistung der Lageparameter ist ebenfalls in
Tabelle 4.9 dargestelit.

Der mittlere Anteil p-ATM positiver Zellen aller Neoplasien lag in der Gruppe der
Nichtraucher bei 3.5 +1,8 %. Die Gruppe der Raucher zeigte mit 3,2 + 1,5 % einen
ahnlichen Mittelwert. In den PanIN-L&sionen erreichten die Nichtraucher 2,9 + 1,1 %
und die Raucher 3,0 + 13,1 % positive Zellen. Die ADM-Lasionen der Nichtraucher
zeigten im Mittel 4,0 £ 2,2 %, die der Raucher 3,8 + 1,9 % positive Zellen.

Zur Signifikanzprifung wurde eine multilineare Regression durchgefiihrt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass der Anteil p-ATM-positiver Zellen in den Neoplasien insgesamt
nicht durch den Raucherstatus beeinflusst wurde (p = 0,755). Ein signifikanter Einfluss
konnte fur die Dauer (Alter) mit p = 0,048 und einem Regressionskoeffizienten = 1,273
nachgewiesen werden.

Betrachtete man die Lasionen einzeln war der Einfluss der Exposition in den ADM-
(p = 0,765) und PanIN-Lasionen (p = 0,978) ebenfalls nicht signifikant. Ein signifikanter
Einfluss des Alters zeigte sich in den ADM-L&sionen (p = 0,045, Regressions-
koeffizienten = 1,710) nicht aber in den PanIN-L&sionen (p = 0,061).

Tabelle 4.11: Anteil p-ATM-positiven Zellen der PanINs, ADMs und beiden

Neoplasiearten (insgesamt) in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

Anteil p-ATM-positiver Zeller in %

3-Monats-Tiere PanIN ADM insgesamt
Nichtraucher Mittelwert 2,1 1,8 2,2
n=5 Standardabweichung 14 2,4 1,8
Raucher Mittelwert 2,0 2,6 2,1
n==6 Standardabweichung 0,7 1.3 0,7
Anteil p-ATM-positiver Zeller in %
6-Monats-Tiere PanIN ADM insgesamt
Nichtraucher Mittelwert 2,9 4,0 3,5
n=7 Standardabweichung 11 2,2 1.8
Raucher Mittelwert 3,0 3,8 3,3
n==6 Standardabweichung 1,3 1,9 15
Multilineare Raucherstatus p=0,978 p=0,765 p =0,755
Regressionsanalyse | Alter p=0,061 p = 0,045 p = 0,048
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4.5 Analyse der Zellproliferation in vivo

Ki-67 diente im Rahmen dieser Arbeit als Marker zur Bestimmung der
Wachstumsfraktion. Es ist wahrend der Interphase im Zellkern zu finden und ein
gangiger Marker um die Wachstumsfraktion eines Gewebes zu bestimmen (s. 3.6.3).
Daher wurden alle Zellen mit positiv gefarbtem Zellkern (braun) als proliferativ aktiv
gewertet.

4.5.1 Zellproliferation der WT-Mause

Wie bereits beschreiben, wiesen die Pankreata der einfachtransgenen WT-Mause
keine pathologischen Veranderungen auf. Es wurden 5 beliebige Bereiche eines
Pankreas in 20-facher VergroRerung fotografiert und alle positiven Zellen mit dem
Programm ImageJ ausgezahlt. AnschlieBend wurde der Mittelwert an Zellen pro
Bildausschnitt gebildet.

Sowohl die Raucher als auch die Nichtraucher zeigten einzelne proliferierende azinare,

duktale, Insel- und Stromazellen wie in der Abbildung 4.13 beispielhaft zu sehen ist.

50 um 50 um

A B
Abbildung 4.13: Ki-67-Farbung der WT-Tiere.

A) 3-Monats-WT-Nichtraucher B) 3-Monats-WT-Raucher in 20-facher Vergroéf3erung.

Die Ki-67 positiven Zellen stellen sich braun dar.

Die Spannweite der Werte stellte sich mit 0,8 bis 18,6 gemittelte Zellen pro
Bildausschnitt vergleichsweise grofl3 dar. Der Mittelwert der Raucher lag zu beiden
Untersuchungs-Zeitpunkten Gber dem der Nichtraucher, allerdings ohne einen

statistisch signifikanten Unterschied der Gruppen.
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In der 3-Monats-Kohorte erreichten die Nichtraucher einen Mittelwert von 6,4 +5,5
positiver Zellen pro Bildausschnitt. Die exponierten Tiere wiesen einen Wert von
10,8 + 8,0 positiver Zellen auf. Die 6-Monats-Nichtraucher zeigten gemittelt 3,6 + 2,8
proliferierende Zellen und die entsprechenden Raucher 8,7 +8,6 Zellen pro
Bildausschnitt. Eine Ubersicht dieser Werte ist in der Tabelle 4.12 zu sehen.

Zur Uberprifung der Nullhypothese wurde erneut die multilineare Regression
herangezogen. Ein Einfluss des Alters (p = 0,43) und des Raucherstatus (p = 0,156)
auf die Proliferationsfraktion erreichte keine ausreichende Signifikanz. Somit wurde die

Nullhypothese beibehalten.

Tabelle 4.12: Ki-67-positive Zellen pro Bild der 3- und 6-Monats-WT-Tiere

3-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 5) 6,4 5,5 1,2 14,6
Raucher (n = 4) 10,8 8,0 0,8 17,8
6-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 4) 3,6 2,8 1,0 6,0
Raucher (n = 3) 8,7 8,6 3,6 18,6
Multilineare Regressionsanalyse: Raucherstatus p = 0,156; Alter p = 0,43

4.5.2 Zellproliferation der K/C-Mause

Wie unter 4.2.2 beschrieben, prasentierten sich die K/C-Tiere mit pathologischen
Neoplasien vom Typ PanIN und ADM.

Um die Proliferation der verschiedenen L&sionen zu bestimmen, wurden zehn
neoplastisch aktive Areale verblindet fotografiert und mithilfe des Programms ImageJ
ausgewertet. Dabei wurde, wie in der p-ATM Auswertung, zwischen ADM- und und
PanIN-Strukturen unterschieden. Auch in dieser Auswertung wurden zwischen 600 und
2000 Zellen pro Maus ausgezahlt.

Es fanden sich PanIN-L&sionen, die proliferativ inaktiv waren und solche, die einige
positive Zellen enthielten. Unter den ADM-Lasionen waren ebenfalls ruhende Lasionen
zu finden, aber auch sehr stark proliferierende mit bis zu 100 % proliferierenden Zellen.

Abbildung 4.14 zeigt sowohl proliferierende PanIN- als auch ADM-L&sionen.
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A B
Abbildung 4.14: Ki-67-Farbung der K/C-Tiere.
A) 6-Monats-K/C-Nichtraucher B) 6-Monats-K/C-Raucher in 40-facher Vergré3erung.

Die Ki-67 positiven Zellen stellen sich braun dar.

Aus den ausgezahlten Zellen von PanIN- und ADM-Lasionen lieRBen sich die
Proliferationsraten der einzelnen Lasionen und der Neoplasien insgesamt berechnen.
Tabelle 4.13 zeigt die resultierenden Werte der K/C-Tiere. Dabei war festzustellen,
dass der Mittelwert der 3-Monats-Raucher mit 11,1+ 8,8% ohne statistische
Signifikanz (s. unten) unter der neoplastischen Proliferationsrate der Nichtraucher mit
15,9 + 8,4 % lag. Einzeln betrachtet zeigten die ADM-Lasionen in den Nichtrauchern in
eine Proliferationsrate von 21,1 + 12,7 % und die Raucher von 14,6 + 13,1 %. In den
PanIN-Léasion lag die Rate der Nichtraucher bei 11,9 + 4,9 %, die der Raucher bei
9,6 £ 6,2 %.

Betrachtet man in den 6-Monats-Tieren die Proliferationsrate der neoplastischen
Lasionen insgesamt, befand sich auch hier der Mittelwert der Nichtraucher
(14,7 £ 5,2 %) ohne statistische Signifikanz (s. unten) ber dem Mittelwert der Raucher
(11,0 £ 6,2 %). Die beiden Werte lagen auf3erdem in einem &hnlichen Bereich wie die
Proliferation der 3-Monats-Tiere (s. oben). In den PanIN-Proliferationsraten erreichten
die Nichtraucher einen Mittelwert von 15,5+ 4,9 %, die Raucher einen Wert von
11,8 £ 7,9 %. Die ADM-Lasionen zeigten in der Raucher-Kohorte einen Mittelwert von
13,5 £ 9,2 % und die Nichtraucher-Kohorte 12,0 + 8,1 %.

Es galt zu Uberprifen, ob der Raucherstatus einen signifikanten Einfluss auf die
Proliferationsrate hat. Es wurden dazu drei Regressionsanalysen durchgefihrt, die

erneut auch den Einfluss des Alters der Tiere mit beriicksichtigten.
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Die multilineare Regression ergab, dass weder das Alter (p =0,756), noch der

Raucherstatus (p = 0,185) einen signifikanten Einfluss auf die der neoplastischen

Proliferation insgesamt hatte.

Ebenso erzielte die genauere Analyse des Einflusses auf die PanIN-Lasionen keine

Signifikanz. Die Wirkung des Alters auf die Proliferationsrate zeigte einen p-Wert von

0,254 und die des Raucherstatus einen p-Wert von 0,228. Auch die Wachstumsfraktion

der ADM-Lasionen wurde durch das Alter oder den Expositionsstatus nicht signifikant
beeinflusst (Alter p = 0,262; Raucherstatus p = 0,619).

Tabelle 4.13: Anteil der Ki-67-positiven Zellen der PanINs, ADMs und beiden
Neoplasiearten (insgesamt) in den 3- und 6-Monats-K/C-Tieren

3-Monats-Tiere

Anteil Ki-67-positiver Zellen in %

PanIN ADM insgesamt
Nichtraucher Mittelwert 11,9 21,1 15,9
n=>5 Standardabweichung 4.4 12,7 8,4
Raucher Mittelwert 9,6 14,6 111
n==6 Standardabweichung 6,2 13,1 8,8

6-Monats-Tiere

Anteil Ki-67-ppositiver Zellen in %

PaniIN ADM insgesamt
Nichtraucher Mittelwert 15,4 12,0 14,7
n=7 Standardabweichung 4,9 8,1 5,2
Raucher Mittelwert 11,8 13,5 11,0
n==6 Standardabweichung 7,8 9,2 6,2
Multilineare Raucherstatus p = 0,228 p=0,619 p =0,185
Regressionsanalyse | Alter p=0,254 p =0,262 p =0,756
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4.6 Analyse der Angiogenese in vivo

Der Einfluss der Rauchexposition auf die Angiogenese im Gewebe wurde durch die
immunhistologische Farbung von CD31 bestimmt. Dieses Antigen ist auf der
Oberflache von embryonalen und adulten Endothelzellen zu finden (s. 3.6.4). Durch die
Reaktion mit DAB stellten sich die Oberflachen der Geféal3e als feine braune Strukturen

dar, die einen Hohlraum umgaben.

4.6.1 Angiogenese der WT-Mause

Die einfachtransgenen WT-Mause zeigten ein, wie in Abbildung 4.15 dargestelltes,
homogenes Verteilungsmuster der MikrogefaBe. Um die Angiogenese zu
guantifizieren, wurden 5 beliebige Bilder je Maus in 20-facher VergréRerung verblindet
aufgenommen. AnschlieRend erfolgte die Auswertung am Computer. Alle gefaRartigen

Strukturen ohne muskulare Wandanteile wurden gezahilt.

50 um 50 um

A B
Abbildung 4.15: CD31-Farbung der WT-Tiere.
A) 6-Monats-WT-Nichtraucher B) 6-Monats-WT-Raucher in 20-facher VergréRerung.

Die CD31 positiven Zellen stellen sich braun dar.

Die Raucher zeigten in den WT-Tieren eine groRere Spannweite der Messwerte. So
zeigten die Raucher in den 3-Monats-Tieren Werte von 15 bis 66,6 Gefalien (26,6 -
46,2 bei den Nichtrauchern) und in den 6-Monats-Tieren 22,4 0- 50,6 GefalRen (22,4 -
43,4 bei den Nichtrauchern) pro Feld.

Zu beiden Untersuchungs-Zeitpunkten zeigten die Raucher einen statistisch nicht
signifikant héheren Mittelwert als die Nichtraucher (s. Tabelle 4.14). In der 3-Monats-

Gruppe errechnete sich ein Mittelwert von 39,3 + 8,2 fur die Nichtraucher und

62



Ergebnisse

44,9 + 21,7 Mikrogefalien pro Bild fur die Raucher. Der Mittelwert an Mikrogefaf3en pro
Feld lag in der Kohorte der 6-Monats-Nichtraucher bei 33,0 £ 10,50 und bei den
Rauchern bei 37,1 £ 11,2 GefalRen.

Um zu Uberprifen, ob zwischen den Expositionsgruppen ein Unterschied besteht
wurde die multilineare Regression durchgefuihrt. Diese Analyse ergab keinen

signifikanten Einfluss der Faktoren Alter (p = 0,463) und Raucherstatus (p = 0,316) auf

die Anzahl der Mikrogeféalle.

Tabelle 4.14: Anzahl der Mikrogeféf3e pro Bild der 3- und 6-Monats-WT-Tiere

3-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 6) 39,3 8,2 26,6 46,2
Raucher (n =5) 44,9 21,7 15,0 66,6
6-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 4) 33,0 10,5 22,4 43,4
Raucher (n = 3) 37,1 11,2 22,4 50,6
Multilineare Regressionsanalyse: Raucherstatus p = 0,316; Alter p = 0,463

4.5.2 Angiogenese der K/C-Mause

In den doppelttransgenen Mausen wurden, ebenso wie in den WT-Tieren, Bilder in
20-facher

Verteilungsmusters der BlutgefaRe in den Neoplasie-Gebieten wurden zehn beliebige

VergroRerung aufgenommen. Aufgrund des inhomogeneren
Areale aufgenommen, finf mehr als bei den einfachtransgenen-M&ausen. Eine stérkere
VergroRerung (40-fach) dieser Areale ist in Abbildung 4.16 zu sehen.

Eine Ubersicht der Werte findet sich in Tabelle 4.15. Die Spannweite der MikrogefaRe
pro Bildausschnitt war sowohl in den 3- als auch den 6-Monats-Tieren beinahe
identisch. In den 3-Monats-Tieren lagen die Werte der Nichtraucher zwischen 29,1 -
65,6 und die der Raucher bei 33,0 - 60,3. Die Werte der 6-Monats-Tiere schwankten
zwischen 30,9 -57,9 (Nichtraucher) und 32,6-59,1 (Raucher) GefaRen pro

Bildausschnitt.
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Abbildung 4.16: CD31 Farbung der K/C-Tiere.
A) 6-Monats-WT-Nichtraucher B) 6-Monats-WT-Raucher in 20-facher Vergrof3erung.

Die CD31 positiven Zellen stellen sich braun dar.

Bei den 3-Monats-Nichtrauchern ergab sich ein Mittelwert von 46,9+ 129
MikrogefaRen pro Blickfeld. Die Raucher erreichten einen Mittelwert von 44,5+ 12,1
GefaRen. In der Gruppe der 6-Monats-Tiere wurde eine deutlichere Differenz der
Mittelwerte festgestellt ohne dabei eine ausreichende Signifikanz zu erreichen (s. un
ten). Die Nichtraucher zeigten 48,3 = 8,9 und die Raucher 41,3 + 9,6 Mikrogefal3e pro
Blickfeld.

Als statistischer Test wurde erneut eine multilineare Regression herangezogen. Weder
das Alter (p =0,861) noch der Raucherstatus (p = 0,254) zeigten einen signifikanten

Einfluss auf die Anzahl der GefaR3e. Die Nullhypothese wurde somit beibehalten.

Tabelle 4.15: Anzahl der Mikrogefalie pro Bild der 3- und 6-Monats-K/C-Tiere

3-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 5) 46,9 12,9 29,1 65,2
Raucher (n = 5) 44,5 12,1 33,0 60,3
6-Monats-Tiere Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum
Nichtraucher (n = 8) 48,3 8,8 30,9 57,9
Raucher (n = 6) 41,3 9,6 32,6 59,1
Multilineare Regressionsanalyse: Raucherstatus p = 0,254; Alter p = 0,0,861
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5. Diskussion

Laut Robert-Koch Institut verstarben in Deutschland im Jahr 2010 15.487 Menschen
am Pankreaskarzinom (RKI 2013). Trotz Forschung und moderner Medizin liegt die
5-JUR noch immer sehr ungiinstig, bei 8 % (RKI 2013). Es ist daher notwendig das
Verstandnis der Entstehung diese Tumorentitat weiter voranzutreiben um somit neue
Wege der Pravention, Friherkennung oder Therapie zu entwickeln.

In dieser Arbeit wurde der Hauptrisikofaktor der Pankreaskarzinombildung untersucht:
der Tabakrauch (lodice et al. 2008, S. 535; RKI 2012, 2013). Dabei sollte der Frage
nachgegangen werden, ob volatiler Tabakrauch als realititsnahes Modell einerseits
eine  Tumorinduktion und andererseits eine Progression bereits induzierter
Vorlauferlasionen auslosen kann. Dartber hinaus sollte Uberprift werden, ob die
vermuteten tumorférdernden Wirkungen von Tabakrauch wie DNA-Schaden,
Proliferation und Angiogenese in diesem volatilen Modell nachweisbar sind.

5.1 Effekt der Rauchexposition auf die Histologie des

Pankreas

Um die Wirkung von volatilem Tabakrauch auf die Tumorentstehung und -progression
im Pankreas zu untersuchen wurde das P48"¢"®; LSL-KRAS®?""Mausmodell (s. 1.5)
herangezogen. In den wildtyp-ahnlichen WT-Tieren sollte tUberprift werde, ob volatiler
Zigarettenrauch zur Induktion von Neoplasien fuhrt. In der Gruppe der K/C-Tiere galt
es zu klaren, ob die Rauchexposition die Progression von Vorlauferlasionen
vorantreibt. Nach der entsprechenden Tabakrauchexposition wurden HE-Farbungen
der jeweiligen Pankreata angefertigt und auf mdgliche Neoplasien (PanIN-, ADM-
Lasionen und Karzinome) und weitere pathologische Veranderungen (Fibrose,
Entzindung und Duktektasie) untersucht.

Ein &hnlicher Versuchsaufbau wurde zum Zeitpunkt der Experimente nur in der
Lungenforschung durchgefihrt (Takahashi et al. 2010) und noch nicht in Bezug auf das
Pankreas. Um eine mogliche Progression durch volatilen Zigarettenrauch im
Pankreaskarzinom zu untersuchen, wurde auf das P487¢®: LSL-KRAS®?°Modell
zurickgegriffen, da es der menschlichen Pankreaskarzinom-Entstehung sehr nahe
kommt und alle Stadien von Vorlauferlasionen bis hin zum Karzinom aufzeigen kann
(Aichler et al. 2012; Hingorani et al. 2003).
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AulRerdem ist die Exposition mit volatiem Rauch als Vorteil des Modells zu betonen.
Die Tiere inhalierten die Inhaltsstoffe einer typischen Zigarette in einer standardisierten
Konzentration von 100 mg/m® TSP. Die Inhalation der Stoffe kommt der Realitat einer
Rauchexposition néher als Modelle der Nikotin-Injektion (Bersch et al. 2009) oder der
Implantation von Karzinogenen in das Pankreas (Osvaldt et al. 2006; Rivera et al.
1997; Wittel et al. 2008).

Die einzelnen Pankreas-Schnitte wurden zusammen mit dem erfahrenen Pathologen
Prof. Sipos von der Universitat Tubingen verblindet ausgewertet. Als Nachteil der
Methodik ist zu nennen, dass die Berauchung durch eine kooperierende Arbeitsgruppe
durchgefihrt wurde. Demzufolge konnte keine Kontrolle lUber die Behandlung der

Mause vorgenommen werden.

5.1.1 Effekt der Rauchexposition auf die Histologie der
WT-Mause

Fur die Auswertung der WT-Tiere wurden drei Schnitte des Pankreas angefertigt, die
mindestens 30 um voneinander entfernt lagen. Dies hatte zum Ziel mehrere Gebiete
des Pankreas auf pathologische Veranderungen zu untersuchen, um mdgliche
Schaden nicht zu verpassen.

In je drei HE-Farbungen =zeigten die zehn nicht-exponierten WT-Tiere
erwartungsgemall eine unauffillige Zellarchitektur. Auch die neun mit Rauch
exponierten Tiere waren pathologisch unauffallig: Sie zeigten keine Entziindung,
Fibrose oder Duktektasie und weder PanIN- noch ADM-Lasionen im Sinne einer
prékanzerdsen Lasion.

Im Gegensatz zu diesem Ergebnis fuhrt die direkte Applikation des im Tabakrauch
enthaltenden Karzinogens 7,12-Dimethylbenzanthrazen (DMBA) in das Pankreas von
Ratten oder Mausen zu einer Tumorinduktion (Bersch et al. 2009). Dabei zeigten sich
unter dem direkten Einfluss des Karzinogens PanIN-Lasionen und in 8 — 16 % der
Tiere ein Pankreaskarzinom (Bersch et al. 2009; Dissin et al. 1975; Rivera et al. 1997,
Osvaldt et al. 2006). Rivenson et al. untersuchten 1988 die karzinogene Wirkung der
im Tabakrauch enthaltenden Nitrosamine in Wildtyp-Ratten. Uber das Trinkwasser
wurde das Karzinogen den Ratten verabreicht und fuhrte zu multiplen Karzinomen
(Rivenson et al. 1988). Das karzinogene Potential der Inhaltsstoffe von Rauch wurde
dadurch bestétigt. Die erreichten Konzentrationen der Karzinogene liegen in diesen
Modellen jedoch weit tGber der Menge, die tber das Rauchen aufgenommen werden

kann (Wittel et al. 2008). Die hohe Menge an Karzinogen und die direkte Implantation
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entsprechen daher nicht der Tumorentstehung im menschlichen Pankreas unter
Rauchexposition und somit nicht dem vorliegenden Maus-Modell der volatilen
Exposition.

Wittel und Kollegen fuhrten an Wildtyp-Ratten eine volatile Rauchexposition durch, wie
sie auch im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurde (Wittel et al. 2006). Zur Berauchung
der Tiere benutzten Wittel et al. 1R4F Zigaretten mit 9.2 mg Teer und 0.8 mg Nikotin
pro Zigarette (Simmermacher 2012) und exponierten die Tiere mit 100 und 160 mg/m3
TSP fur 2 x 70 min am Tag Uber 3 Monate.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit vergleichbaren Forschungszigaretten
3RF4 der University of Kentucky gearbeitet. Diese enthalten 9,4 mg Teer und 0,726 mg
Nikotin pro Zigarette (KTRDC 2008). Bei Wittel und Kollegen zeigten die Tiere, welche
mit der héheren Belastung von 160 mg/m3 TSP exponiert wurden eine Schadigung des
pankreatischen Gewebes. Die Arbeitsgruppe beschreibt, dass es in dieser Gruppe zu
einer Verminderung des azinaren Gewebes gekommen war und zu einer Entziindung,
die sich durch vermehrtes Infiltrat bemerkbar machte (Wittel et al. 2008). In der mit
100 mg/m3 TSP berauchten 3-Monats-Gruppe, die dem Versuchsaufbau dieser
Dissertation entsprechen, fanden auch Wittel et al. keine Entziindung. Weder in der
100 mg/m3 noch 160 mg/m3 TSP fand die Arbeitsgruppe pankreatische
Vorlauferlasionen (Wittel et al. 2008). Auch Takahashi et al. exponierten Wildtyp-
Mause Uber 5 Monate mit 3R4F-Zigarettenrauch. Sie untersuchten die
Tumorentstehung der Lunge und fanden keinen Anhalt fir eine Tumorinduktion. Dies
entspricht insgesamt dem Ergebnis, dass es zu keiner Tumorinduktion in den
untersuchten WT-Tieren unter volatiler Exposition kam.

Die Arbeitsgruppe um Jianyu-Hao untersuchte ebenfalls den Effekt einer volatilen
Rauchexposition im Tiermodell. Die Ratten wurden mit 0,7 mg/L TSP (= 700 mg/m3) fur
3 Monate 2 x 30min am Tag beraucht (Jianyu-Hao et al. 2009). Es wurden Zigaretten
mit einem héheren Gehalt an Teer (14 mg) und Nikotin (1,2 mg) pro Zigarette gewahlt.
Auch in dieser Arbeit wurde eine Entziindungsreaktion beobachtet, welche sich durch
einen signifikant hoheren Level an Interleukin-6 zeigte (Jianyu-Hao et al. 2009).
AulRerdem zeigten 3 von 6 exponierten Tieren eine duktale Hyperplasie (Jianyu-Hao et
al. 2009). Wenn es im Pankreasgewebe zu entzindlichen Reaktionen kommt, kann es
zu reaktiven Hyperplasien des duktalen Systems kommen, welche allerdings nicht mit
PanIN-L&sionen verwechselt werden sollten (Hruban et al. 2001). Es ist daher

anzunehmen, dass es sich bei den duktalen Hyperplasien in der Studie von Jianyu et
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al. um diese reaktiven Hyperplasien handelt und nicht um neoplastische
Veranderungen.

Das Wittel et al. und Jianyu et al. eine inflammatorische Reaktion im Gewebe
nachweisen konnten, kénnte an der erhdhten Partikelkonzentration liegen, mit der die
Tiere beraucht wurden. Im Rahmen der Untersuchungen dieser Dissertation wurden
die Tiere mit 100 mg/m3 TSP exponiert. Bei Wittel et. al. lag der Wert, bei dem eine
Entzindung beobachtet wurde bei 160 mg/m3 TSP (Wittel et al. 2008). In der Studie
von Jianyu et al. lag die Konzentration sogar bei 700 mg/m3 TSP was neben der
Entzindung und Fibrose zu einer reaktiven Hyperplasie fiihrte (Jianyu-Hao et al.
2009). Da auch in den 6-Monats-Rauchern keine pathologischen Verénderungen
gefunden wurden ist anzunehmen, dass eine Entzindungsreaktion nicht von der
Dauer, sondern von der Hohe der TSP abhangig ist.

Die Induktion prakanzerdser Lasionen des Pankreas durch Tabakrauch ist in
realitditsnahen Modellen, wie auch in der vorliegenden Arbeit, bisher nicht beobachtet
worden. Eine mdgliche Fehlerquelle ist die Distanz bzw. die Anzahl der Schnitte kdnnte
Zu gering gewahlt worden sein. Es ist denkbar, dass man mdgliche Veranderungen des
Pankreas in anderen Gebieten Ubersehen haben kdnnte.

Zusammenfassend fihrt die volatile Exposition mit Tabakrauch einer sonst gesunden
Maus bei einer Konzentration von 100 mg/m3 weder nach 3 noch nach 6 Monaten zu
einer entzindlichen oder fibrotischen Reaktion und zu keiner Induktion von
Vorlauferlasionen im Pankreas. In diesem realitdtsnahen Modell konnte somit kein
Effekt von Tabakrauch auf eine Tumorinduktion nachgewiesen werden.

Zur weiteren Untersuchung einer Tumorinduktion durch volatilen Rauch sollte die Hohe
der TSP gesteigert werden (z.B. 16Omg/m3) und die Versuchstiere langer beraucht
werden. Weiterhin sollten mehr Schnitte herangezogen werden, sodass mehr Bereiche

des Pankreas auf pathologische Veranderungen hin untersucht werden kénnen.

5.1.2 Effekt der Rauchexposition auf die Progression von
Vorlauferlasionen der K/C-Mause

Um zu Uberprifen, ob unter volatiler Tabakrauch-Exposition die stufenweise
Progression hin zum Pankreaskarzinom voranschreitet, wurden in den HE-Farbungen
der Pankreata der K/C-Tiere die neoplastischen Lasionen qualifiziert und quantifiziert.
Es wird angenommen, dass die Dysplasie-Karzinom-Sequenz durch verschiedene
molekulare Veranderungen begleitet wird (Maitra et al. 2003). Dies fuhrt letztlich zur

Progression der prékanzerdsen Lasionen hin zum Vollbild eines Karzinoms. Eine
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weitere mogliche prakanzerose Lasion ist die ADM. Einige Studien vermuten, dass sich
diese azinaren Metaplasien weiter zu PanIN-Lasionen entwickeln konnten (Aichler et
al. 2012; Maitra und Hruban 2008; Zhu et al. 2007). Da noch nicht ausreichend geklart
ist, welche Rolle die ADM-Lasionen in der Dysplasie-Karzinom-Sequenz des Pankreas
spielen, stellte sich die Frage, ob sich eine Rauchexposition verschieden auf diese
beiden L&sionsarten auswirkt. Aus diesem Grund wurden sowohl die PanIN- als auch
die ADM-La&sionen der K/C-Tiere beurteilt.

Im P487¢"®; LSL-KRAS®*P-Mausmodell wird das mutierte K-ras pankreasspezifisch
exprimiert und es bilden sich prakanzertse Lasionen aus. Mit der Zeit ist mehr und
mehr Gewebe dysplastisch verdndert (Hingorani et al. 2003). Zum einen wurde der
Anteil des neoplastisch aktiven Gewebes am Gesamtgewebe geschatzt und zum
anderen wurde geschatzt, wie stark die einzelnen Lasionsarten im Pankreasgewebe
vertreten sind. Dazu wurde den Lasionsarten (PanIN-1, PanIN-2, ADM) und den
pathologischen Veranderungen (Fibrose, Entziindung, Duktektasie) ein ordinal-
skalierter Wert zugeordnet (0-3). Im Anschluss erfolgte eine computergestitzte
Auswertung der Anzahl der PanIN-Lasionen durch unseren Kooperationspartner, der
AG Heeschen.

Wie alle folgenden metrischen Messwerte wurde auch der Anteil des pathologischen
Gewebes durch eine multilinearen Regression analysiert. Dieser Test wurde in
Absprache mit dem Institut fir medizinische Biometrie der Philipps-Universitat als
besonders geeignet fir den Versuchsaufbau dieser Dissertation angesehen. Die
multilineare Regression hat den Vorteil, dass sowohl der Einfluss des Faktors Alter
(und somit ,Wirkdauer® der K-ras Mutation), als auch der des Faktors Rauchen
betrachtet werden kann. Wenn beide unabhé&ngigen Variablen einbezogen werden,
kann eine hohere Fallzahl eingeschlossen werden und der Test erhalt eine hohere
Teststarke. Die Teststarke gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Signifikanztest
zu Gunsten einer konkreten Alternativhypothese H; entschieden wird, falls diese auch
richtig ist (Weil3 und Rzany 2010).

Die ordinal-skalierten Messwerte und die Ergebnisse der AG Heeschen wurden durch
einen Mann-Whitney-U-Test statistisch untersucht. Dieser Test setzt keine Symmetrie
oder Normalverteilung der Werte voraus, da es sich um einen Rangsummentest
handelt. Es werden zwei Mediane unabhangiger Stichproben miteinander verglichen.
Somit kann dieser Test auch fur die Analyse ordinal-skalierter Messwerte benutzt
werden (Weil3 und Rzany 2010).
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Jedes der K/C-Tiere entwickelte prakanzertse Lasionen (ADM und PaniIN-1, PanIN-2-
Lasionen traten nicht bei allen Tieren auf). Auch Hingorani et al., auf die das Modell
zuriickgeht, beschreiben, dass es zu einer 100% Penetranz des mutierten K-ras-
Genotyps kommt (Hingorani et al. 2003).

Das Vollbild eines Karzinoms wurde in keinem der im Rahmen dieser Doktorarbeit
untersuchten Tiere gefunden. Weder die K/C-Nichtraucher noch die Raucher zeigten
nach 3 bzw. 6 Monaten einen malignen Prozess. Die Exposition der Mause begann im
Alter von 2 Monaten. Somit waren die Tiere am Endpunkt 5 bzw. 8 Monate alt.
Hingorani et al. beschreiben nach 8,5 Monaten die ersten Karzinome einer K/C-Maus
(Hingorani et al. 2003). Aichler et al. dagegen fanden Karzinome bereits bei einer K/C-
Maus im Alter von 4 Monaten (Aichler et al. 2012). Es wurde daher angenommen, dass
wenn Tabakrauch die Progression foérdert, sich nach 6-monatiger Exposition ein
Karzinom zeigen kénnte. Das fehlende Auftreten von Karzinomen muss jedoch kritisch
betrachtet werden, da drei der K/C-Tiere, die mit Tabakrauch exponiert wurden und ein
Wildtyp-Nichtraucher wéhrend des Untersuchungszeitraums starben. Da die Tiere nicht
mehr flr eine histologische Analyse zuganglich waren, konnte nicht beurteilt werden,
ob die drei berauchten Tiere aufgrund einer toxischen Einwirkung oder eines
Karzinoms starben.

Es liel3 sich sowohl in der Expositions- als auch in der Kontroll-Gruppe ein signifikanter
Einfluss des Alters auf den Anteil des pathologisch veranderten Gewebes nachweisen.
Unabhéangig von der Exposition zeigten die alteren K/C-Mause einen héheren Anteil an
neoplastischen L&sionen. Eine dber die Zeit zunehmende Neoplasie-Bildung
beschreiben auch Hingorani et al. (Hingorani et al. 2003).

3-Monats-Raucher und -Nichtraucher zeigten in der Auswertung ahnliche
Prozentzahlen an verandertem Gewebe. Die Gruppe der Raucher erreichte einen
hoéheren Maximalwert als die Nichtraucher-Gruppe. Das Ausmali der pathologischen
Verédnderungen zeigt in den 6-Monats-Tieren eine grol3e Spannweite und der
Mittelwert der Raucher liegt deutlich Gber dem der Nichtraucher. Ein Unterschied in
den Gruppen lasst sich statistisch jedoch nicht bestatigen.

Die Arbeitsgruppe Aichler et al. fand in ihrer Untersuchung an P48"“"; LSL-KRAS®?"-
Méausen nach 52 Wochen eine Veranderung in 77% des Gewebes (Aichler et al. 2012).
Auch Hingorani et al. fanden nach 9 Monaten noch 20% funktionsfahige Azini
(Hingorani et al. 2003). Das Maximum an pathologischen Verdnderungen der mit
Tabakrauch exponierten 6-Monats-Gruppe liegt damit Uber den gefundenen

Vergleichswerten von Hingorani und Aichler.
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In der genaueren Untersuchung der neoplastischen Verdnderungen zeigten sich in
Expositions- und Kontrollgruppe ahnliche Verteilungen der ordinal-skalierten
Auspragungen. PanIN-1 und ADM-Lasionen fanden sich in allen 3-Monats und 6-
Monats-Tieren und traten in ahnlicher Verteilung auf. Die PanIN-2-Lasionen traten in
den alteren 6-Monats-Tieren in 2/3 der Falle auf und waren zwischen Rauchern und
Nichtrauchern &hnlich verteilt. In den jingeren 3-Monats-Tieren wurden PanIN-2-
Lasionen nur in einer einzigen exponierten Maus gefunden. Interessanterweise
handelte es sich bei dieser Maus um das bereits beschriebene 3-Monats-Tier mit dem
hdchsten Anteil pathologisch veranderten Gewebes zu diesem Zeitpunkt.

In der Analyse mit Prof. Sipos, welche die Belastung des Gewebes mit den
verschiedenen Veranderungen geschéatzt wurde, zeigte weder in der Auspragung der
PanIN-1, PanIN-2 noch ADM-Lasionen einen signifikanten Unterschied zwischen
Expositionsgruppe und Kontrollgruppe. Ebenso zeigten die geschatzten Auspragungen
von Fibrose, Entzlindung und Duktektasie keinen Unterschied zwischen den Gruppen.
In der Kooperation mit der Arbeitsgruppe Dr. Christopher Heeschen vom CNIO in
Madrid wurden die Schnitte der 6-Monats-Tiere zusatzlich ausgewertet. Mithilfe des
dort vorhandenen Scanner-Systems war es mdglich einen histologischen Schnitt
vollstandig einzuscannen und am Computer die einzelnen Lé&sionsfelder exakt
auszumessen. So wurde die Anzahl der PanIN-1- und -2-L&asionen im gesamten
Gewebeschnitt genau bestimmt. Bei dieser Untersuchung konnte ein signifikanter
Einfluss der Tabakrauchexposition auf die Anzahl der PanIN-la-L&sionen gefunden
werden. Die Exposition fuhrt also zu einer starkeren Umwandlung von gesundem in
neoplastisches Gewebe. Somit kann davon ausgegangen werden, dass es unter
Tabakrauchexposition zu einem Fortschreiten der Karzinogenese im Pankreas kommt.
In einer Arbeit von Takahashi et al. wurde ebenfalls ein K-ras-Mausmodell mit volatilem
Tabakrauch exponiert (Takahashi et al. 2010). Diese Arbeit kommt dem
Versuchsaufbau der vorliegenden Dissertation sehr nahe. Auch hier wurden sowohl K-
ras-mutierte- als auch Wildtyp-Mause mit 3R4F-Zigarettenrauch exponiert und mit
Kontrollen verglichen. Allerdings sollte hier die Induktion bzw. Progression des
Adenokarzinoms der Lunge unter Rauchexposition getestet werden.

Nach einer Expositionsdauer von 5 Monaten zeigten sich in der Gruppe der
exponierten K-ras-Tiere mehr und groRere Lungenkarzinome als in der K-ras-
Kontrollgruppe. Die Progression wurde somit durch die Exposition mit Tabakrauch

vorangetrieben (Takahashi et al. 2010).
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Eine weitere Arbeitsgruppe die sich mit dem Thema Tabakrauch und
Tumorprogression beschaftigt ist die Gruppe Bersch et al (Bersch et al. 2009). In ihrer
Untersuchung wurde Mausen das sehr starken Karzinogen DMBA implantiert. Dies
fuhrt zur Tumorinduktion. Eine Gruppe wurde zusétzlich mit volatilem Rauch exponiert,
einer anderen wurde zusatzlich Nikotin injiziert. Es wurde gezeigt, dass sowohl Nikotin-
Injektionen, als auch die volatile Rauchexposition in diesem Modell zu mehr
Adenokarzinomen fuhren.

Eine Arbeit von Momi et al. aus dem Jahr 2012 untersucht den Einfluss von volatilem
Tabakrauch auf die weitere Progression bereits maligner Karzinomzellen. Die Arbeit
betrachtet somit einen spateren Schritt des malignen Geschehens als die vorliegende
Dissertation. In dieser Studie wurden Pankreaskarzinomzellen in gesunde Mausen
implantiert. Anschlieend wurden die Tiere ebenfalls mit 3R4F-Forschungszigaretten
beraucht. Es konnte eine signifikante Steigerung des Tumorgewichts und der
Metastasierung nachgewiesen werden.

Kurz vor Fertigstellung dieser Arbeit verodffentlichten Kumar et al. eine Arbeit, die dem
Versuchsaufbau dieser Dissertation sehr nahe kommt (Kumar et al. 2014). Bei der
Arbeit handelt es sich um die erste vertffentlichte Studie, die ebenfalls ein K-ras-
Mausmodell des Pankreas (K-ras®*?®; Pdx-1cre) unter volatiler Rauchexposition auf die
Progression der neoplastischen Lasionen untersucht. Die Exposition der Tiere wurde
ebenfalls mit einem System von Teague Enterprises und 3R4F-Forschungszigaretten
durchgefuhrt. Dabei wurde allerdings eine hohere Konzentration TSP gewahlt (150
mg/m®) und die Tiere wurden Uiber insgesamt 6 h am Tag beraucht. Untersucht wurde
die Anzahl der PanIN-Lasionen pro high-power-field. Anders als im Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurde also nicht das gesamte Gewebe betrachtet. Weiterhin
wurden sowohl PanIN-1 und -2-L&sionen gezéahlt. Dadurch kann keine Aussage Uber
die einzelnen Lé&sionen getroffen werden. Die Arbeitsgruppe fand in ihrer Analyse
ebenfalls einen signifikanten Unterschied in der Anzahl der PanIN-L&sionen pro High-
Power-Field zwischen Rauchern und Nichtrauchern (Kumar et al. 2014).

Die vier angefuhrten Arbeiten von Takahashi et al., Bersch et al.,, Momi et al. und
Kumar et al. zeigen alle einen fordernden Einfluss auf die Karzinogenese im Pankreas
durch eine Exposition mit Inhaltsstoffen von Tabakrauch auf. Somit bestétigen diese
Arbeiten das Ergebnis im Rahmen dieser Dissertation.

Die Auswertung der K/C-Expositions- und Kontrolltiere im Rahmen dieser Arbeit wurde
zwar in Zusammenarbeit mit dem erfahrenen Pathologen Prof. Dr. Sipos aus Tibingen

verblindet durchgefiihrt, jedoch wurde der Anteil des verénderten Gewebes zunachst
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nur geschéatzt, was eine maogliche Fehlerquelle darstellt. Zudem wurden die einzelnen
Lasionsarten und pathologischen Veranderungen nur nach einer ordinalen Skala von
0 - 3 beurteilt und ausgewertet. Diese Beurteilung ist sehr subjektiv und geringe
Unterschiede in der Auspragung konnten tbersehen worden sein. Die Kollaboration mit
der Arbeitsgruppe um Dr. Heeschen konnte per Einscannen der kompletten
Gewebsschnitte nachtraglich die PanIN-Bereiche sehr viel genauer auswerten. Dabei
wurde keine Relation zur GesamtgrofRe des Gewebes hergestellt. Diese wurde bei
gleich alten Tieren als annahernd gleich gro3 angenommen.

Eine weitere Fehlermdglichkeit, die auch fur die weiteren immunhistologischen
Untersuchungen gilt, ist die unterschiedliche Anzahl der Versuchstiere. Dieses ist auf
die falsche Genotypisierung und die Todesfalle zurtickzuftihren.

Als Nachteil der hier dargestellten Versuche ist auRerdem erneut die Berauchung
durch eine andere Arbeitsgruppe zu nennen. Die verstorbenen Tiere wurden nicht
aufbereitet. Die Todesursache ist somit ungeklart und man kann nicht mehr
zurlckverfolgen, ob gerade diese Mause an einer Progression der prakanzerdsen
Lasionen litten.

Letztlich wurde ein signifikanter Anhalt gefunden, dass es in den K/C-Tieren unter
Rauchexposition vermehrt zu PanIN-1a-Lasionen kommt. In der Kooperation mit dem
CNIO konnte nur ein Teil der Tiere ausgewertet werden. Daher wurde nur die Gruppe
der alteren K/C-Tiere (Raucher und Nichtraucher) und nur die Anzahl der PanINs
ausgewertet. Es ist deshalb sinnvoll eine erneute Versuchsreihe anzuschliel3en, die
ebenfalls die ADM Lasionen betrachtet und eine Relation zum Gesamtgewebe
herstellt, um dies als mdgliche Fehlerquelle auszuschliel3en.

Fir eine folgende Versuchsreihe sollten die Tiere vor Ort mit Tabakrauch exponiert,
kontrolliert und versorgt werden, um mdogliche Todesfdlle genau untersuchen zu
kbnnen. Um eine mogliche Progression der prédkanzerdésen L&sionen hin zum
Karzinom zu beobachten, sollte eine weitere Gruppe eingefuhrt werden, welche langer
exponiert wird. Das Ausmalfd der neoplastischen Veranderung und die Untersuchung
der einzelnen pathologischen Veradnderungen sollten tber das Einscannen eines

Gewebeschnitts und Auswertung am Computer exakt bestimmt werden.
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5.2 Effekt der Rauchexposition auf die DNA-

Reparatur-Kaskade in vivo und in vitro

Tabakrauch und die metabolisch entstehenden Zwischenprodukte wirken karzinogen
(methylierend und pyridyloxobutylierend auf die DNA) (Hecht 1999; Thomson et al.
2003). Uber die Inhaltsstoffe konnen Mutationen in der DNA entstehen, welche auch im
Pankreas nachweisbar sind (Blackford et al. 2009; Wang et al. 1998). Es sollte daher
Uberpruft werden, ob mit volatilem Tabakrauch exponierte WT- und K/C-Tiere, mehr
DNA Schaden (in Form von DSB) aufweisen, als die nicht exponierten Tiere.

DSB sind ein Zeichen genomischer Instabilitat (Mills et al. 2003). Sie entstehen indirekt
z.B. durch nahe liegende Einzelstrangbriche, wéhrend der Reparatur von DNA-
Schaden oder wenn die geschadigten Strange repliziert werden und die
Transkriptionsgabel kollabiert (Jeggo und Lobrich 2007). DSB kénnen somit von
vielfaltigen Schaden induziert werden (Jeggo und Lébrich 2007) und gelten somit als
guter Marker fur den DNA-Schaden, der durch das vielfaltige Gemisch ,Tabakrauch®
entstehen kann (Garcia-Canton et al. 2012).

Zunachst wurde ein Versuch an HPDE-Zellen durchgefiihrt. Das Rauchmedium enthielt
die Uber ein Pumpsystem eingesogenen Inhaltsstoffe von Zigaretten. Dies sollte das
Inhalieren einer Zigarette nachahmen. HPDE-Zellen zeigen Eigenschaften wie
gesunde Pankreaszellen, sind jedoch immortalisiert (Ouyang et al. 2000) und wurden
als Modell verwendet, das reprasentativ flir praneoplastische Pankreaszellen ist.
Mogliche DSB wurden im Westernblot analysiert, indem die Zellproteine y-H2AX und p-
ATR detektiert wurden. In der darauf folgenden in vivo Analyse der Pankreata der WT-
und K/C-Tiere wurde der Marker p-ATM immunhistologisch gefarbt.

P-ATM wird durch das Vorliegen von DSB aktiviert, p-ATR durch eine Behinderung des
Fortschreitens der Replikationsgabel (Kastan und Bartek 2004). P-ATM und p-ATR
agieren teils Uber identische, teils Uber parallele Signalkaskaden (Lee und Paull 2007;
Shiloh 2006) und phosphorylieren unteranderem das Histon-Protein H2AX am C-
Terminus (y-H2AX) (Garcia-Canton et al. 2012; Jeggo und Lobrich 2007; Paull et al.
2000; Rogakou et al. 1998). Das aktivierte Histon-Protein fungiert als Signal fur die
DNA-Reparatur (Nakamura et al. 2010; Paull et al. 2000).

Die in vitro Untersuchung zeigte nach Exposition mit Tabakrauchmedium eine
vermehrte Expression von y-H2AX und p-ATR in HPDE-Zellen. Dies bedeutet, dass die
Aussetzung der Zellen gegeniiber dem Rauchmedium zu DNA-Schaden in Form von
DSB gefuhrt hat, welche die Kaskade p-ATM/p-ATR/y-H2AX in Gang gesetzt haben. In
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einer &hnlichen Untersuchung an pulmonalen Zellen fanden auch Albino et al. vermehrt
y-H2AX in exponierten Zellen (Albino et al. 2004). Sie setzten pulmonale Zellen
ebenfalls einem in Kulturmedium geldstem Rauchkondensat aus. Toyooka et al.
wiesen in volatil berauchten Lungenzellen eine vermehrte y-H2AX Gehalt nach und
bestatigten somit, dass Tabakrauch DSB auslosen kann (Toyooka und Ibuki 2009).
Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass je hdher der
Gehalt an Tabakrauch im Medium war, desto mehr Markerproteine fur DSB konnten
gefunden werden. Folglich fihrt die héhere Menge an Zigarettenrauch im Medium zur
vermehrten Bildung von DSB in der DNA.

Sedelnikova et al. zeigten ebenfalls, dass je grof3er der DNA Schaden ist, desto mehr
y-H2AX wird exprimiert (Sedelnikova et al. 2002). Eine weitere Arbeit von Albino et al.
unterstitzt den Zusammenhang (Albino et al. 2009). Sie wiesen in pulmonalen Zellen
nach, dass je gro3er der Teergehalt im Medium ist, desto mehr y-H2AX lasst sich in
den exponierten Zellen nachweisen.

Bemerkenswert ist, dass auch in den Kontroll-HPDE-Zellen eine leichte Expression der
Proteine y-H2AX und p-ATR zu beobachten war. In einer Untersuchung von Fernandez
et al. wurden Urothel-Karzinom-Patienten nach Bestrahlung und gesunde Probanden
auf DBS in Lymphozyten getestet. Auch in den Zellen der Gesunden wurde eine y-
H2AX-Expression festgestellt (Fernandez et al. 2013). Eine Arbeit von Toyooka et al.
beschreibt ebenso eine dezente Expression von y-H2AX in den Kontrollzellen, welche
nicht mit Tabakrauch exponierten wurden (Toyooka und Ibuki 2009).

Der in vitro Versuch zeigt somit die zu erwartende Reaktion, dass Tabakrauch in
Pankreaszellen DNA-Schaden auslost und die Zellen auf die Exposition mit der
Aktivierung der p-ATR, y-H2AX-Kaskade reagieren.

Aktuelle in vivo Analysen an Mause-Lungen bestatigen, dass Tabakrauch zu einer
Aktivierung der y-H2AX- und somit der DNA-Reparatur-Kaskade kommt (ltoh et al.
2014; Yao et al. 2013). Fir die in vivo Untersuchung des DNA-Schadens im Rahmen
dieser Dissertation wurde representativ das Protein p-ATM immunhistologisch
nachgewiesen. In der p-ATM-Farbung der WT-Mause zeigte sich sowohl in der
Raucher als auch Nichtraucher-Kohorte eine zytoplasmatische Farbung der
Inselzellregionen. Auch die azindren Zellen stellten sich dezent positiv im Zytoplasma
dar. Wenn ein Schnitt komplett durchfokussiert wurde, konnte nur sehr selten ein
positiv gefarbter Zellkern gefunden werden. Somit scheint in Abwesenheit von
aktiviertem K-ras keine wesentliche Antwort auf DNA-Schaden vorzuliegen, auch nicht

nach Rauchexposition.
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Die K/C-Tiere hingegen zeigten deutlich p-ATM-positive Zellen. Dabei war besonders
das Zytoplasma positiv gefarbt. Die Zellkerne erschienen dezent positiv. Auch in den
doppelttransgenen Mausen waren die Inselzellregionen deutlich positiv und die
azinaren Zellen dezent positiv auf das Protein p-ATM. Alle Zellen der prékanzerdsen
Lasionen und alle positiv gefarbten Zellen wurden nachtraglich am PC mithilfe des
Programms ImageJ ausgezahlt. Bei der Auszéhlung wurde zwischen ADM- und PanIN-
Lasion unterschieden, um zu uberprufen, ob eine Rauchexposition verschieden auf
diese beiden Lasionsarten wirkt.

Der prozentuale Anteil p-ATM-positiver Zellen in neoplastischen Lasionen der K/C-
Tiere zeigte bei den exponierten und nicht-exponierten Tieren fast identische Werte.
Weiterhin zeigt die Exposition mit Rauch keinen Einfluss auf die Zahl an p-ATM
positiven Zellen in den spezifischen Lasionstypen ADM und PanIN. Die mit Tabakrauch
exponierten Tiere wiesen somit nicht mehr DSB als die unberauchten Tiere auf.
Aufgrund des Ergebnisses des oben beschriebenen in vitro Versuches und der oben
genannten Studien wurde erwartet, dass auch durch eine volatile Rauchexposition
vermehrt DNA-Schaden in Form von DSB ausgeldst wird. Dies konnte jedoch nicht
bewiesen werden. Als Nebenbefunde konnte jedoch ein signifikanter Einfluss des
Alters auf den Anteil der p-ATM positiven Zellen gefunden werden.

In den Pankreata der Nichtraucher- und Raucher-WT-Mause wurden sehr vereinzelt
positive Zellen gesehen. Dies passt damit Uberein, dass auch in gesunden Zellen die
Reparaturkaskade der DNA in vitro aktiv sein kann (Fernandez et al. 2013; Toyooka
und Ibuki 2009). Gegensatzliches berichten Ismail et al. (Ismail et al. 2011) und
Bartkova et al. (Bartkova et al. 2005). Beide Arbeiten beschreiben, dass es im
gesunden Gewebe zu keiner Aktivierung der DNA-Reparaturkaskade kommt. Da es
sich in 5 Bildausschnitten um maximal 3 positive Zellen handelte und diese nicht
deutlich einem Zelltyp zuzuordnen waren ist fraglich, ob es sich dabei nicht auch um
Artefakte handeln kénnte.

Uberraschend war die sehr spezifische Farbung aller Inselzellregionen, wobei die
Féarbung eher cytoplasmatisch betont war. Auch in den K/C-Mausen waren sowohl die
Zellkerne als auch das Cytoplasma positiv gefarbt. Da p-ATM als Protein der
Reparaturkaskade der DNA im Zellkern erfillt, stellt sich die Frage warum auch das
umgebene Zellplasma p-ATM enthalt. Einige Studien haben sich bereits mit dieser
Thematik beschaftigt: Die Arbeitsgruppe Tanaka et al. untersuchte ebenfalls den Effekt
eines Tabakrauchkonzentrats auf die Proteine y-H2AX und p-ATM (Tanaka et al.

2007). Dabei fanden sie das aktivierte ATM im Nukleoplasma, wo es seine Aufgabe in
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der DNA-Reparaturkaskade erfullt. In frihen prakanzerdsen Lasionen der Harnblase,
der Brust, der Lunge und des Kolons ist es ebenfalls im Zellkern nachweisbar
(Bartkova et al. 2005; Gorgoulis et al. 2005; Ismalil et al. 2011). Die ATM/ATR-Kaskade
ist ein wichtiger Schritt um frihzeitig entartete Zellen zu eliminieren, indem Uber die
Zellzyklus-Kontrollpunkte die Zelle in den Zellarrest gebracht wird (Bartkova et al.
2005; Gorgoulis et al. 2005). Bartkova et al. beschreiben, dass je weiter eine L&sion
voranschreitet, umso schwacher wird die Expression von p-ATM im Zellkern (Bartkova
et al. 2005). In einer Arbeit von Ismail et al. wird berichtet, dass im kutanen
Plattenepithelkarzinom mit fortschreitender Progression die nukleére Expression von p-
ATM sinkt und die zytoplasmatische steigt (Ismail et al. 2011). Die Arbeitsgruppe geht
davon aus, dass die sinkende Expression von p-ATM im Zellkern auf eine Reduktion
der zellularen Antwort auf DNA-Schaden im Laufe der Tumorprogression hindeutet
(Ismail et al. 2011).

Das ansteigende zytoplasmatische Signal von p-ATM kdnnte mit dessen Aufgaben im
intrazellularen Transport und in der Autophagie zusammenhdngen. Watters et al.,
sowie Lim et al. fanden das Protein vermehrt in Vesikeln (z.B. Peroxisomen) und
vermuteten, dass ATM am intrazellularen Transport von Proteinen und Vesikeln
beteiligt ist (Lim et al. 1998; Watters et al. 1999). Diese Aufgabe kénnte die deutlich
zytoplasmatisch gefarbten Inselzellareale und auch die dezente zytoplasmatische
Farbung der azinaren Zellen erklaren. Denn azinare Zellen haben eine exokrine
Eigenschaft, Inselzellen eine endokrine und somit eine grol3e Anzahl von
zytoplasmatisch gelegenen Vesikeln. Dartiber hinaus wird zytoplasmatisches p-ATM in
Verbindung mit der ROS vermittelten Autophagie der Zelle in Verbindung gebracht
(Alexander und Walker 2010). Dauerhafter Stress auf die Zelle z.B. durch DNA-
Schaden fuhrt, ebenfalls vermittelt Uber p-ATM zu Autophagie und Seneszenz bzw.
Apoptose (Singh et al. 2012).

Der signifikante Einfluss der Dauer bzw. des Alters auf den Anteil p-ATM positiver
Zellen in prédkanzerdsen Lasionen der K/C-Mause scheint daher nicht auf einen
vermehrten DNA-Schaden in den alteren Tieren zurtickzugehen. Vielmehr kdnnte dies
daran liegen, dass die &lteren Tiere hothergradige L&sionen ausbilden und die
Autophagie initiiert wird.

Es war nicht leicht in den K/C-Tieren zwischen zytoplasmatischer und nukeérer
Féarbung zu unterscheiden. Daher wurden alle deutlich braun gefarbten Zellen als
positiv gewertet. Aufgrund der schlechten Differenzierung zwischen zytoplasmatischen

und nukledaren p-ATM ist das Ergebnis, dass der Raucherstatus keinen Einfluss auf
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den Anteil positiver Zellen hat, kritisch zu sehen. Ob wirklich ein vermehrter
DNA-Schaden vorliegt, ist nur zu beantworten, wenn man genau zwischen der
zytoplasmatischen und nukle&ren Farbung unterscheidet. AuRerdem muss die Starke
der Farbung in den verschiedenen Teilen der Zelle bestimmt werden, so wie auch in
einer Arbeit von Ismail et al. (Ismail et al. 2011). Wenn die nukle&re Farbung der
Raucher verstarkt wére, misste angenommen werden, dass die Zellen adaquat auf
einen vorliegenden DNA-Schaden reagieren. Wenn in den Zellen der Rauchern die
nukleare Farbung schwacher und die zytoplasmatische stéarker ist, kann angenommen
werden, dass die Reparaturfahigkeit der Zellen im Rahmen der Tumorprogression
abnimmt. Eine solche Aussage ist aufgrund der Auswertung allerdings nicht mdglich.
Es wurden alle positiven Zellen gezahlt. Eine nachtragliche Unterscheidung zwischen
den Kompartimenten ist nicht méglich.

Eine mdgliche Fehlerquelle, die auch fur die Auswertung der Proliferation und der
Angiogenese zahlt, ist die Verzerrung durch eine nicht verblindete Auswertung. Die
ausgewerteten Bilder wurden verblindet aufgenommen. Die letztliche Auswertung per
ImageJ erfolgte dann unter Wissen des jeweiligen Expositionsstatus. Fir eine folgende
Untersuchungsreihe sollte man ein umfassenderes System der Verblindung einfuihren,
um eine mogliche Verzerrung zu vermeiden.

Als Schlussfolgerung lasst sich sagen, dass die Exposition von Pankreaszellen mit
Rauchmedium in vitro zu einem DNA-Schaden fuhrt, welcher sich (ber DSB
nachweisen lasst. In der in vivo Untersuchung der WT- und K/C-Tiere konnte keine
Induktion von DSB durch die volatile Rauch-Exposition belegt werden. Dieses Ergebnis
ist jedoch aufgrund der oben beschriebenen Problematik kritisch zu sehen und sollte
erneut Uberprift werden. Mithilfe eines erfahrenen Pathologen oder durch mehrere
unabhéangige, verblindete Auswerter sollte die Starke der jeweiligen zytoplasmatischen

und nuklearen Farbung der prékanzerdsen Lasionen bestimmt werden.
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5.3 Effekt der Rauchexposition auf die Proliferation

Es sollte weiterhin Uberprift werden, ob eine volatile Tabakrauchbelastung in WT- und
K/C-Tieren zu mehr proliferativ aktiven Pankreaszellen bzw. Neoplasien fihrt und
dieser Effekt somit Ursache der Progression der K/C-Tiere sein kdnnte.

Eine ungehemmte Proliferation ist Zeichen von Malignitdt und Grundeigenschaft
entarteter Zellen (Hanahan und Weinberg 2011). Im Laufe der Progression von einer
zu postulierenden Tumorstammzelle Gber PanIN-Lasionen hin zum Karzinom steigt die
Anzahl der proliferierenden Zellen an (Hermanova et al. 2004; Klein et al. 2002).
Hermanova et al. beschreiben folgende Proliferationsraten: Normaler Duktus 0.41 %,
PanIN-1A 0.69 %, PanIN-1B 2.33 %, PanIN-2 14.08 %, PanIN3 22.01 % und invasives
duktales Adenokarzinom 36.99 % proliferierende Zellen. Lasst sich also im
Mausmodell eine hdéhere Rate an proliferierenden Zellen im Gewebe bzw. in den
préakanzerdsen Lasionen erkennen, kann dies auf eine voranschreitende Progression
hindeuten.

In vitro Studien zeigten, dass Nikotin und Nitrosamine den a7-nAChR und 2-Rezeptor
aktivieren und somit Proliferation induzieren (Jull et al. 2001; Wu et al. 2005). Zum
Zeitpunkt der Versuche lagen keine Studien zur Proliferation im K/C-Mausmodell des
Pankreas unter Rauchexposition vor. Daher wurden die Pankreata Versuchstiere im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auf das Protein Ki-67 gefarbt.

Ki-67 ist ein Protein, welches in allen Phasen der Zellteilung exprimiert wird, nicht aber
in ruhenden Zellen (Gerdes et al. 1984; Gerdes et al. 1991). Aufgrund dieser
Eigenschaften ist die Detektion des Proteins eine gangige Methode um proliferierende
Zellen zu identifizieren(Jakobsen und Sorensen 2013; Scholzen und Gerdes 2000).
Jakobsen beschreibt in seiner Arbeit von 2013, dass in verschiedenen Literaturstellen
Ki-67 als prognostischer Faktor sehr unterschiedlich ausgewertet wird (Jakobsen und
Sorensen 2013). Ziel ist immer die Bestimmung des Anteils der proliferierenden Zellen,
die Proliferationsfraktion. Dafiir werten einige Studien nur Hotspots aus, also Bereiche
hoher Proliferation, andere betrachten das gesamte Gewebe (in diesem Fall der
Lunge) und werten beliebige Bildausschnitte aus. Welche der beiden Methoden besser
ist wird laut Jakobsen noch immer kontrovers diskutiert (Jakobsen und Sorensen
2013).

Fur die vorliegende Arbeit wurde entschieden, beliebige Bildausschnitte auszuwerten.
Zum einen wurde dies als sichere Methode gesehen, da in der Bestimmung von

Hotspots eine Verzerrung hatte eintreten kénnen. Zum anderen war es das Ziel, den
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Effekt der Tabakrauchexposition auf das gesamte Pankreas der WT-Tiere bzw. alle
Lasionstypen des Pankreas der K/C-Tiere auszuwerten. Die Proliferationsfraktion der
Neoplasien wurde sowohl insgesamt, als auch separat fiir die PanIN- und ADM-
Lasionen bestimmt. Dafiir wurde die Zellzahl der jeweiligen neoplastischen L&sionen
und die Anzahl Ki-67 positiver Zellen bestimmt.

Die auf Ki-67 gefarbten Schnitte zeigten Zellen mit deutlich nukledren Farbungen. Bei
der Auswertung der verschiedenen Proliferationsraten ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern; weder in den WT-noch K/C-
Tieren.

Dass die Inhaltsstoffe von Zigaretten wachstumssteigernd auf Zellen wirken kénnen
wurde bereits durch in vitro Studien untersucht (He et al. 2014; Jull et al. 2001; Shi et
al. 2012). In einigen Studien wurde die Auswirkung von Tabakrauch auf die
Proliferation in vivo auf gesundes Gewebe analysiert. Sowohl im Pharynx (Oliveira
Semenzati et al. 2012), in der Lunge (Lee et al. 2001) und im Urothel (Ohnishi et al.
2007) ist eine starkere Ki-67-Expression und somit starkere Proliferation unter
Rauchexposition nachweisbar.

Im Mausmodel untersuchten Momi et al. ebenfalls die Auswirkung einer Berauchung
von Mausen mit 3R4F-Zigaretten (Momi et al. 2012b). Sie implantierten
Pankreaskarzinomzellen in gesunde Mause und exponierten diese anschlie3end mit
Tabakrauch. Es konnte eine signifikante Steigerung des Tumorgewichts und der
Metastasierung uber die JAK2/STAT3-Kaskade nachgewiesen werden (Momi et al.
2012b). Auch nicht entartete Pankreaszellen reagieren auf Tabakexposition mit
erhohter Zellteilung. So zeigen Song et al. in ihrer Arbeit, dass Tabak im Trinkwasser
zu einer hoéheren Proliferation (ebenfalls in einer Ki-67 Farbung) in duktalen Zellen des
Pankreasgewebe von Mausen fihrt (Song et al. 2010).

Es ware daher zu erwarten gewesen, dass sich eine vermehrte Proliferationsfraktion
auch in den exponierten Tieren der vorliegenden Dissertation zeigt.

Ohnishi et al. untersuchten ebenfalls den Effekt von volatilem Tabakrauch, allerdings
auf das Urothel (Ohnishi et al. 2007). Die Arbeitsgruppe exponierte Mause ebenfalls in
der Expositionskammer von Tegau Enterprise. Die Expositionsdosis lag bei 150 mg/m?®
fur 2 h am Tag. In der Gruppe der 3-Monats-Tiere zeigte sich eine deutliche Steigerung
der Proliferation unter Rauchexposition. Dieser Effekt war zu den nachfolgenden
Zeitpunkten (6, 9 und 12 Monate) nicht mehr nachweisbar. Die Arbeitsgruppe geht
davon aus, dass die Proliferation eine Reaktion auf zytotoxischen Stress ist, welche

durch Regeneration abgeschwécht wird (Ohnishi et al. 2007).
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Zwei Studien in der Lungenforschung zeigen einen gegenlaufigen Effekt von
Tabakrauch, als den bisher beschriebenen Effekt der Proliferationssteigerung. In einer
Arbeit von Nyunoya aus dem Jahr 2006 wird beschrieben, dass pulmonale
Fibroblasten unter Einfluss von Tabakrauch in ihrer Proliferation gestoppt werden
(Nyunoya et al. 2006). Aul3erdem sind die Signalkaskaden der Seneszenz (p53 und
pl16) aktiviert und es zeigt sich eine hdhere Expression von p-ATM (Nyunoya et al.
2006). Weitere aktuelle Studien bestatigen diesen Effekt von Rauch auf pulmonale und
hautstandige Fibroblasten (Nyunoya et al. 2013; Salem et al. 2013; Yang et al. 2013).
Dies ist eine mdgliche Erklarung, warum unter Tabakrauchexposition die Proliferation
geringer ausfallt. Um dies im K-ras Mausmodell zu verifizieren waren weitere
Untersuchungen auf Veranderungen der Seneszenz nétig.

Wie oben bereits beschrieben, zeigen PanIN-Lasionen hdherer Stufe auch eine hdhere
Proliferation (Hermanova et al. 2004). Interessant war jedoch, dass sowohl im Gewebe
der Nichtraucher als auch der Raucher L&asionen auftraten, die bis zu 100% aus
proliferierenden Zellen bestanden und weit Gber dem durchschnittlichen Wert von
PanIN-Léasionen lagen. Diese wurden meist als ADM-Lasionen gewertet, da sie sehr
wenig Zytoplasma und eher mittelstandige Kerne zeigten.

Aichler et al. beschreiben ein ahnliches Phanomen in einer Untersuchung des K-ras-
Modells des Pankreas (Aichler et al. 2012). Sie berichten bei 52 Wochen alten K/C-
M&ausen ebenfalls Uber auffallige L&sionen welche in einer Ki-67-Farbung eine
Proliferation von bis zu 80% zeigen. Alle anderen Lasionsarten (PanIN) beschreiben
sie als gering proliferierend (unter 10%). Ob diese Lasionen zu den ADM-L&sionen zu
z&hlen sind oder nicht scheint fraglich.

Die gewahlte Methode dieser Dissertation wertet den Durchschnitt an proliferierenden
Zellen aus. Daher ist nicht zu bestimmen, ob die stark proliferierenden Lasionen in der
Raucher-Gruppe vermehrt auftreten, denn der unterschiedliche Anteil an nicht
proliferierenden PanIN-Lasionen verzerrt die Proliferationsrate der sehr aktiven
Lasionen.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Anhalt fur eine
gesteigerte Proliferation des Pankreasgewebes in WT- und K/C-Tieren gefunden. Eine
erneute Versuchsreihe sollte mithilfe einer parallelen Farbung von p53 eine mdgliche
Induktion der Seneszenz Uberprifen. Weiterhin sollte in der Auswertung der Ki-67-
Farbung der K/C-Tiere eine Betrachtung der sogenannten ,Hotspots® stattfinden, um
zu untersuchen, ob die oben beschriebenen stark proliferierenden Areale durch eine

Tabakexposition beeinflusst werden.
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5.4 Effekt der Rauchexposition auf die Angiogenese

Es galt zu klaren, ob eine volatile Rauch-Exposition eine gesteigerte Angiogenese
ausldost und ob diese fir ein mégliches Tumorfortschreiten verantwortlich sein kdnnte.
Angiogenese ist ein wichtiger Faktor der Tumorentstehung, insbesondere der
Progression (Hanahan und Folkman 1996). Nur Uber vermehrte Einsprossung von
Mikrogefal3en, in denen die Mikrozirkulation stattfindet, kann eine ausreichende
Sauerstoffversorgung bei autonomem Wachstum sichergestellt werden (Folkman 1990;
Hanahan und Folkman 1996).

Auch in der friihen Progression scheint Angiogenese eine wichtige Rolle zu spielen.
Criscimanna et al. untersuchten ein K-ras-Mausmodell mit zusatzlich ausgeschaltetem
Hypoxie-induziertem Faktor. Das Gewebe konnte somit nicht auf Hypoxie reagieren.
Interessant ist, dass in dieser Arbeit die low-grade PanIN-L&sionen nicht weiter
voranschritten. (Criscimanna et al. 2013) Es scheint also auch in der frihen
Progression des Pankreas nétig eine ausreichende Sauerstoffversorgung des
Gewebes zu gewahrleisten.

In Studien konnte gezeigt werden, dass Nikotin Endothelzellen, Uber den a7nACh-
Rezeptor, zum Wachstum anregt (Heeschen et al. 2001; Heeschen et al. 2002;
Heeschen et al. 2003; He et al. 2014; Villablanca 1998). Uber diesen Rezeptor steigert
Nikotin die VEGF-, FGF- und Prostacyclinsynthese, was als Wachstumssignal fiir die
Endothelzellen dient. (Boutherin-Falson und Blaes 1990; Carty et al. 1996; Inamine et
al. 2012; Ng et al. 2007; Shin et al. 2005; Shi et al. 2012; Shin et al. 2005).

Mithilfe der immunhistologischen Farbung des Oberflachenproteins CD31 wurde dieser
Effekt in den WT- und K/C-Tieren uberpruft. Das Zell-Adh&sionsmolekil CD31 ist ein
etablierter Marker fir embryonale und adulte Endothelzellen (Albelda et al. 1991). Auch
Monozyten, Thrombozyten und spezielle T-Zellen bilden auf ihrer Zelloberfliche CD31
aus (Albelda et al. 1991; Kishuku et al. 2009). Fur die Auswertung der Gewebsschnitte
wurden daher nur Strukturen als Mikrogefal3e gewertet und gemittelt, welche ein
Lumen oder eine langliche Struktur aufwiesen. GroRere Gefalle mit muskuldrem
Wandanteil wurden nicht mitgez&hlt.

Die Bestimmung der Microvessel Density (MVD) ist eine haufige Methode um die
angiogenetische Aktivitdt eines Gewebes zu beschreiben (Hemmerlein et al. 2001).
Dort wo eine hohere Aktivitdt des Wachstumsfaktors VEGF herrscht findet man auch
eine hohere Anzahl an Mikrogefal3en (Koh et al. 2013). Die MVD ist laut Halatky et al.

im Grunde ein Mafl3 fur die interkapillare Distanz, also die Dichte des Kapillarnetzes
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(Hlatky et al. 2002). Folglich kann man die MVD als sogenanntes Surrogat-Kriterium
der Angiogenese eines Tumors heranziehen (Byrne und Bundred 2000).

Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe von CD31 die Dichte der Kapillare als
Mal3 der Angiogenese bestimmt. Auch VEGF wurde als Marker getestet. Allerdings
zeigten sich hier Schwierigkeiten in der Quantifizierung. VEGF war in den meisten
neoplastischen Lasionen vorhanden. Um die Farbung auswerten zu kdnnen, hatte man
die Intensitat der positiven Zellen bestimmen muissen (wie zum Beispiel in einer Arbeit
von Han et. al Han et al. 2001). Dies ist jedoch schwierig zu objektivieren und wurde
daher verworfen. Statistisch sicherer zu verwerten ist dagegen die Farbereihe mit
Antikérpern gegen CD31. Die einzelnen Kapillaren sind auf einem Bildausschnitt klar
zu erkennen und das Programm ImageJ erhéhte die Sicherheit der richtigen Zahlung.
Auch Heeschen et al. bestimmten die Zahl an GefalRen mithilfe von CD31 (Heeschen
et al. 2001; Heeschen et al. 2006).

Weidner et al. etablierten eine Methode der MVD-Bestimmung im Tumorgewebe. Sie
farbten ebenfalls immunhistologisch Endothelzellen an. Anschliel3end suchten sie drei
Regionen der hdchsten Vaskularitat im Gewebe auf und zéhlten in diesen Gebieten die
MikrogefalRe aus (Weidner et al. 1993). Das Gebiet der hochsten Vaskularitat konnte
dabei Uberall im Tumorgewebe liegen (Weidner et al. 1993). Diese Art der MVD-
Bestimmung ist sehr subjektiv, da es auf die Erfahrung des Auswerters ankommt zu
bestimmen, welche Region als sogenannter ,hot spot® der Angiogenese ausgezahlt
wird (Vermeulen et al. 1997). Oh et al. farbten ebenfalls CD31 zur Darstellung von
MikrogefaRen. Jedoch wahilte die Arbeitsgruppe 8 zufdllige Gebiete eines
Tumorgewebes aus um die Anzahl der Gefal3e zu bestimmen (Oh et al. 2001).

Da die WT-Tiere homogene Verteilungen der GefalRe zeigten, wurden wie in der Arbeit
von Oh et al. beliebige Bildausschnitte ausgewertet. In den K/C-Rauchern und
Nichtrauchern zeigten sich die positiv gefarbten Mikrogefalie starker in den Regionen
der prakanzerdsen Lasionen. Nur Gewebe, welches von einem Mikrogefald nicht mehr
als 110 pm entfernt liegt wird auch von diesem versorgt (Hlatky et al. 2002). Um also
eine Aussage dariber treffen zu konnen, ob die neoplastischen Lé&sionen unter
Rauchexposition besser versorgt werden und ob dies eine Ursache der moglichen
Progression ist, muss man die MikrogefalRe in unmittelbarer Umgebung der Lasionen
betrachten.

Sowohl in der Gruppe der WT- als auch K/C-Tiere bestand kein statistisch signifikanter

Unterschied in der Anzahl der Mikrogefal3e pro Blickfeld zwischen der Expositions- und
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Kontrollgruppe. Folglich ist kein Unterschied in der Angiogenese-Aktivitat des
Pankreasgewebes durch volatile Tabakexposition nachweisbar.

Nach aktueller Studienlage hatte man erwartet, dass es in den exponierten WT- und
K/C-Tieren zu einer im Pankreas nachweisbaren Steigerung der GefaRanzahl kommt.
In vitro Analysen haben gezeigt, dass Nikotin das Wachstum von Endothelzellen
fordert (Shi et al. 2012; Villablanca 1998). Auch in vivo Studien fanden einen
angiogenetischen Effekt von Nikotin. Heeschen et al. untersuchten den Effekt von
Nikotin-Injektionen auf die Angiogenese von Lungenkarzinomen. In ihrer Arbeit
beschreiben sie, dass Lungentumore unter Nikotineinfluss starker wachsen und fihren
dies auf eine héhere Angiogenese in den exponierten Tieren zuriick (Heeschen et al.
2001). Auch in anderen Organen lasst sich dieser Effekt nachweisen. So ist im Cervix
einer Raucherin eine héhere Expression des endothelialen Wachstumsfaktors VEGF
nachweisbar (Inamine et al. 2012) und im Mausmodell des Magenkarzinoms fiihren
Nikotin-Injektionen zu einer gesteigerten Angiogenese (Shin et al. 2005).

In der bereits erwahnten Untersuchung von Momi et al. implantierte die Arbeitsgruppe
Pankreaskarzinomzellen in Mause und exponierten diese Tiere ebenfalls mit volatilem
Rauch. Sie beschreiben, dass die volatile Tabakexposition zu einer Aktivierung des a7-
NACh-Rezeptors fuhrt (Momi et al. 2012b). Die Angiogenese wurde in dieser Arbeit
nicht Gberpruft. Es ist allerdings anzunehmen, dass wenn der Rezeptor aktiv ist, auch
die Angiogenese im Pankreas durch den volatilen Rauch gesteigert sein kbnnte.

Es stellt sich also die Frage, warum dieser Effekt nicht im volatilen Mausmodell dieser
Dissertation nachweisbar war. Die oben beschriebenen Arbeiten beziehen sich auf den
férdernden Effekt von Nikotin auf die Angiogenese. Jedoch scheint Tabakrauch auch
eine hemmende Komponente auf die Angiogenese zu haben (Magers et al. 1995). Er
enthélt reaktive Oxide, welche toxisch auf das Endothel wirken kénnen und die
Grundlage arteriosklerotischer Veradnderungen bilden (Hossain et al. 2011; Powell
1998). Der inhalierte Tabakrauch stort die VEGF-vermittelte Migration der
Endothelzellen und die Formation zu neuen MikrogefalRen (Michaud et al. 2006).

Die MVD ist das Ergebnis von pro- sowie anti-angiogenetischen Faktoren (Hlatky et al.
2002). Das kein Unterschied in der Anzahl der Mikrogefal3e gefunden wurde kdnnte
somit darin liegen, dass sich die férdernde Wirkung des Nikotins und die hemmende
der Oxide auf die Angiogenese aufheben.

Daruber hinaus zeigen weit fortgeschrittene hypoxische und nekrotische Tumorgewebe
eine geringere MVD bei hoher VEGF-Expression (Hemmerlein et al. 2001). Auch das

maligne Pankreaskarzinom zeigt eine schlechte Durchblutung (Olive et al. 2009).
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Zusammenfassend ist im P48"C"®; LSL-KRAS®*?’-Mausmodell nach volatiler Exposition
wider Erwarten weder im Pankreasgeweben der WT-Tiere, noch der K/C-Tieren ein
signifikanter Anhalt fir eine gesteigerte Angiogenese zu finden. Es sollte versucht
werden, neben der CD31-Farbung auch die Farbereihe mit VEGF auszuwerten.

85



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Epidemiologische Studien belegen, dass regelmaRiger Tabakkonsum ein
Hauptrisikofaktor des Adenokarzinoms im Pankreas ist. Es gibt jedoch nur vereinzelte
in vivo Studien, welche die Tumorentstehung unter diesem Risikofaktor abbilden.
Daher war das Ziel dieser Arbeit die Karzinogenese unter Tabakrauchexposition in
einem realitdtsnahen in vivo Mausmodell zu untersuchen. Dazu wurden sowohl
Wildtyp-K-ras- (WT-) als auch P48"¢"; LSL-KRAS®?’- (K/C-) Mause in einer
speziellen Expositionskammer 3 bzw. 6 Monate gegenuber volatiilem Tabakrauch
exponiert.

In der Gruppe der WT-Tiere zeigte die Exposition keine Auswirkung auf die Histologie
im Sinne einer Tumorinduktion. In allen K/C-Tieren war die Karzinogenese bereits
durch die Mutation des ras-Gens induziert: es zeigten sich die Vorlauferlasionen PanIN
und ADM. Es wurde die Auspragung der Vorlauferlasionen und anderer Pathologika in
den K/C-Tieren beurteilt. Hierbei zeigte sich bei manueller Quantifizierung kein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der exponierten und nicht exponierten
Mause. Eine in Kooperation durchgefiihrte computergestiitzte Quantifizierung der
histologischen Vorlauferlasionen wies eine signifikant hthere Zahl PanIN-1a-Lasionen
in den Pankreata der Raucher nach.

Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Effekte von Tabakrauch wie DNA-Schaden,
Proliferation und Angiogenese nach einer volatilen Exposition immunhistologisch tber
Markerproteine nachweisen lassen. In einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass
es nach Exposition mit einem speziell angefertigten Rauchmedium in humanen
duktalen Pankreasepithelzellen (HPDE) zu einer vermehrten Expression von Markern
der DNA-Schadigung (y-H2AX und p-ATR) kommt. In der immunhistolgischen
Auswertung (p-ATM) der volatil berauchten Mause konnte dies jedoch nicht festgestellt
werden. In der Expositions- und Kontrollgruppe zeigte sich auRerdem kein Unterschied
der Proliferationsraten (Ki-67) und der Angiogenese (CD31).

In der in Kooperation durchgefiihrten computergestitzten Auswertung wurde eine
vermehrte Bildung von Vorlauferlasionen nach volatiler Exposition und somit ein
Voranschreiten der Karzinogenese gezeigt. Um zu untersuchen, ob es letztlich unter
volatiler Tabakrauchexposition im K-ras-Mausmodell zu vermehrten Karzinomen

kommt, sollte eine erneute Versuchsreihe angeschlossen werden, in der die
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Versuchstiere erst in htherem Alter untersucht werden. Die Auswertung sollte auch
hier computergestutzt erfolgen.

7. Abstract

Epidemiological studies show that regular consumption of tobacco is a major risk factor
of pancreatic adenocarcinoma. However, there are only a few in vivo studies that
investigate tumor development under the influence of this risk factor. Therefore, the
aim of this study was to investigate carcinogenesis following exposure to tobacco
smoke in a realistic in vivo mouse model. For this purpose, wild-type K-ras (WT) and
P48*"e: LSL-KRAS®? (K/C) mice were exposed to volatile tobacco smoke in a special
experimental chamber for 3 or 6 months.

In the WT group no histological effect on tumor induction was found. In all K/C mice
carcinogenesis was induced by the mutation of ras before exposure to smoke: they
showed development of the precursor lesions PanIN and ADM. In cooperation with an
expert pathologist the expression of precursor lesions and other pathologies in the K/C
mice were assessed. No significant differences between the groups of exposed and
unexposed mice were seen after manual quanitification. A computer-assisted
evaluation of the histology, however, found a singificantly higher number of PanIN-1a
lesions in the pancreata of smokers.

Furthermore, the effects of tobacco smoke such as DNA damage, cell proliferation, and
angiogenesis were investigated immunohistochemically by marker proteins after
volatile exposure. In vitro, an increased expression of the DNA-damage cascade (y-
H2AX and p-ATR) after exposure to a specially designed “smoke-exposed medium®
was detected in HPDE cells. However, in the immunohistochemical analysis of the
smoke-exposed mice no significantly increased DNA damage (p-ATM) was detected.
Furthermore, the exposure and control groups showed no difference in cell proliferation
rate (Ki-67) and in angiogenesis (CD31).

After automated quantification, an increased formation of precursor lesions and thus a
progression of carcinogenesis after volatile smoke exposure was detected. To
investigate whether volatile tobacco smoke exposure ultimately results in increased
cancer in the K-ras mouse, a new series of experiments should be carried out in which

the test animals are analyzed at a mature age.
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9.2 Abklrzungen und Einheiten

5-JUR 5-Jahresuberlebensrate

5-FU 5-Fluoruracil

a7-nAChR a -7-nicht-neuronaler-nikotinerger-Acetylcholin-Rezeptor

ADM azino-duktale Metaplasie

APS Ammoniumpersulfat

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR AMT- and Rad3-related

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaft

BSA Bovines Serum Albumin

BRCA Breast Cancer

CA19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CD31 Cluster of Differentiation 31

CNIO Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas

AB 3,3'-Diaminobenzidin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DPC4 Deleted in pancreatic carcinoma, locus 4

DSB Doppelstrangbriiche

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemiluminescence Reagenz

EDTA Ethylen-Diamin Tetraacetat

EGTA Ethylendioxy-bis-(ethylennitrilo)-tetraessigsaure

FCS fetales calf serum

y-H2AX Phospho-Histon H2A.X

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HPDE Human Pancreatic Duct Epithelial

HRP Hourse Radish Peroxidase

K/IC P48*c"®; LSL-KRAS®'*?

kDa Kilo-Dalton
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K-ras Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
KSFM Keratinocyte-SFM is a serum-free medium
LSL Lox-STOP-Lox

pl6 Protein 16

p48 Protein 48

p53 Protein 53

PanIN Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie
p-ATM Phosphorylated Ataxia Telangiectasia Mutated
p-ATR Phosphorylated Ataxia-Telangiectasia- and Rad3-related
PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung

PVDF Polyvinylidendifluorid

RKI Robert-Koch-Institut

rpm Rounds per Minute

SDS-Page Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
TEMED Tetramethylethyendiamin

TBS Tris-buffered saline

TBST TBS-Tween

TE Tris-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSP total suspended patrticles

Tween 20 Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

WT Wildtyp-K-ras
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9.3 Auswertung mit ImageJ

] Show All
Save Markers

Load Markers
Export Image

Beispielhafte Auswertung mit ImageJ: Es handelt sich um eine von 10 Aufnahmen einer p-ATM-Féarbung eines Pankreas in 40-facher
VergréBerung. Im linken Bild ist das sogenannte Z&ahl-Fenster. Es wird zunachste ein Zelltyp im rechten ,Cell-Counter® ausgewahlt.
Typ 1 = blau = PanIN-Zelle. Typ 2 = turkis = ADM-Zelle. Typ 3 = gruin = positive PanIN-Zelle. Typ 4 = pinkt = positive ADM-Zelle.

Per Mausklick werden alle Zellen des jeweiligen Typs im linken Bild ausgewahlt und automatisch im rechten Fenster zusammengezabhilt.
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9.4 Statistische Analysen

Histologische Untersuchung

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus

auf den prozentualen Anteil des veranderten Gewebes der K/C-Tiere

Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
| Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -16,973 22,369 -,759 ,456
Raucherstatus 9,409 9,589 ,166 ,981 ,337
Dauer 35,158 9,651 615 3,643 ,001

a. Dependent Variable: Anteil path. Gewebe

Mann-Whitney-U-Test der computergestitzten PanIN-1a und PanIN-1b-Auszéhlung
der 6-Monats-K/C-Tiere durch die AG Heeschen

PanIN-1a PanIN-1b

d A
1 |Table Analyzed PaniN 1a 1 |Table Analyzed PaniN 1b |
2 2
3 [Column B Smoking 6 months 3 |Column B Smoking 6 months
4 |ys. ve. 4 |vs. vs.
5 |Column A Control 5 |Column A Control
6 b
T |Mann Whitney test T |Mann Whitney test
8 | Pyalue 0.0110 8 | Pvalue 0.2744
9 | Exact or approximate P value? |Exact 9 | Exact or approximate P value? |Exact
10 | Pvalue summary * 10 | P value summary ns
11 | Significantly different? (P < 0.05){Yes 1 | Significantly different? (P < 0.05) Mo
12 | One- or two-tailed P value? One-tailed 12 | One- or two-tailed P value? Cne-tailed
13 | Sum of ranks incolumn AB  [42.50 62 50 13 | Sum of ranks in column AB |55 &0
14 | Mann-Whitney U 6.500 14 | Mann-Whitney U 19
15 15
16 |Difference between medians 16 |Difference between medians
17 | Median of column A 18.50. n=8 17 | Median of column A 8.000, n=8
18 | Median of column B 60.50. n=6 18 | Median of column B 11.00, n=6
19 | Difference: Actual 42.00 19 | Difference: Actual 3.000
20 | Difference: Hodges-Lehmann  |39.50 20 | Difference: Hodges-Lehmann  [3.000

113



Anhang

Mann-Whitney-U-Test der histologischen Untersuchung der 3- und 6-Monats-K/C-Tiere

3 Monate 6 Monate
Nullhypothese Test Sig. Entsgl&eldu Nullhypothese Test Sig. Entscrg'leidun
L“"V?‘n"' U Mann-
g . . itney-U- . . . Whitney-U-
Die Verteilung von Panin 1 ist ftney Nullhypothe Die Verteilung von Panin 1 ist d
1 uber die Kategorien von Iﬁz{]:gh . 429 se 1 uber die Kateggorien von Iﬁ:LEgL e =Tf551 E%I(L?ggﬁt;;i
Raucherstatus identisch. n Sti chprgl?e beibehalten Raucherstatus identisch. - Stichprtg:l?e
n n
Mann- Mann-
Die Verteilung von Panin 2 ist (iber %@:’Lﬂ'u' 1 Nullhypothe Die Verteilung von Panin 2 ist _IV_\feP;l:rI\oee)i'-U- 1 Nullhyoothes
2 g:lie K_ategorien von Raucherstatus unabhangige ,662 se. 2 (ber die Kategc_:rien von unabhangige ,755 e beigghlten
identisch. n Stichprobe beibehalten Raucherstatus identisch. n Stichprobe
n n
Mann- Mann-
Die Verteilung von ADM istaber ~ Jorniney-U- . Nullhypothe Die Verteilung von ADM ist ber ~ riiney-U- T
3 die Kategorien von Raucherstatus o 662 se 3 die Kategorien von Raucherstatus ot 852 P
identisch Lzl beibehalten identisch unabhangige & beibehalten
: n Stichprobe : n Stichprobe
n n
e
Die Verteilung von Entziindung ist finey-L- Nullhypothe Die Verteilung von Entziindung ist YU nitney-U-
4 0ber die Kategorien von Iﬁ:}aggh iae ,2471 se 4 ber die Kate%orien von g Testbei ,9501 Nullhypothes
Raucherstatus identisch. n St chprgbge beibehalten Raucherstatus identisch. ﬁrgt?::pr}ggee e beibehalten
n n
Witney-U Wit
. q E By itney-U- . . F A Whitney-U-
5 Qo Vorelung on Fose siber Tosthal 1 Nulhwpohe || DieVerelurguon Frose st Yoyl 1 ypotes
identisch. ﬂnsat?:ha‘;%l?: beibehalten Raucherstatus identisch. ﬂr‘lsat?:hapnrglg: : 2l sz
n n
Mann- Mann-
Die Verteilung von Dukt-Ektasie ist %2:13“' 1 Nullhypothe Die Verteilung von Dukt-Ektasie Twer::':)?i"u' 1 Nullhvoothes
6 uber die Kategorien von unabhangige 537 se 6 ist uber die Kategorien von bhanai 573 b -gphn
Raucherstatus identisch. n St chprgl?e beibehalten Raucherstatus identisch. ﬁnsaﬁ Chapnrglgee & beibehaiten
n n

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,05.

! Fir diesen Test wird die exakte Signifikanz angezeigt.

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,05.

! Fir diesen Test wird die exakte Signifikanz angezeigt.
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DNA-Schaden

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf den DNA Schaden in den Neoplasien insgesamt der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 1,162 1,389 837 A12
Raucherstatus -, 191 605 -,063 =317 ,755
Dauer 1,273 607 ,416 2,098 ,048

a. Abhéngige Variable: p-ATM pos. Zellen gesamt

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf den DNA Schaden in den ADM-Lasionen der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) ,144 1,839 ,078 ,939
Raucher ,242 ,800 ,060 ,303 , 765
Dauer 1,710 ,803 423 2,129 ,045

a. Abhangige Variable: p-ATM pos. Zellen in ADM

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf den DNA Schaden in den PanIN-Lasionen der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 1,146 1,052 1,090 ,288
Raucher -,013 458 -,006 -,028 978
Dauer ,909 459 ,398 1,979 ,061

a. Abhangige Variable: p-ATM pos. Zellen in Panin
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Proliferation

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf die proliferierenden Zellen pro Bild der WT-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 20,823 32,452 ,642 532
Raucher 23,198 15,393 377 1,507 ,156
Dauer -12,552 15,393 -,204 -,815 ,430

a. Abhangige Variable: Ki67 pos gesamt

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf die Proliferation insgesamt der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle ]
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 20,547 6,586 3,120 ,005
Raucherstatus -3,928 2,866 -,287 -1,370 185
Dauer -,907 2,876 -,066 -,315 7156

a. Abhangige Variable: Proliferation gesamt

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf die Proliferation der PanIN-L&sionen der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 12,466 5,547 2,247 ,036
Raucher -3,000 2,414 -,254 -1,243 ,228
Dauer 2,841 2,423 ,239 1,172 ,254

a. Abhangige Variable: Proliferation in Panin
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Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf die Proliferation der ADM-L&sionen der K/C-Tiere

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 26,054 10,062 2,589 017
Raucher -2,212 4,379 -,107 -,505 ,619
Dauer -5,069 4,394 -,244 -1,154 ,262

a. Abhangige Variable: Proliferation in ADM

Angiogenese

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf auf die Angiogenese in den WT-Tieren

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 41,610 14,017 2,969 ,010
Raucher 5,013 6,651 ,185 ,754 463
Dauer -7,028 6,779 -,254 -1,037 316

a. Abhangige Variable: CD31

Multilineare Regressionsanalyse des Einfluss von Dauer (= Alter) und Raucherstatus
auf die Angiogenese in den K/C-Tieren

Standardisiert
Nicht standardisierte e Koeffiziente
Koeffizienten n
Regressionsk | Standardfehle
Modell oeffizientB r Beta T Sig.

1 (Konstante) 54,018 9,829 5,496 ,000
Raucher -5,022 4,284 -,248 -1,172 ,254
Dauer -, 768 4,330 -,038 =177 ,861

a. Abhangige Variable: CD31
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