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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt mit seiner ausgesprochen unglinstigen Finf-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) von circa 5 % immer noch eine der letalsten Krebserkrankungen dar (Bohmig und
Rosewicz 2004; Freelove und Walling 2006). Trotz intensiver Forschungsanstrengungen in den letzten
Jahrzehnten besteht fir die Giberwiegende Anzahl der Betroffenen weiterhin keine Aussicht auf Heilung. Zwei
Hauptgriinde sind hierfur ursachlich: (i) uncharakteristische oder fehlende Frithsymptome und die daraus
resultierende spate Diagnosestellung in einem haufig fortgeschrittenen und metastasierten Tumorstadium
sowie (ii) eine relative Therapieresistenz.

Das PDAC zeigt im Gegensatz zu vielen anderen Tumorentitidten ein sehr inhomogenes Erscheinungsbild.
Hierzu gehdren ein variabler Stromaanteil des Tumorgewebes, eine variable Anzahl von duktalen Strukturen
und Zysten sowie eine geringe Vaskularisierung des Tumors. Ein Grund fiir die bisher fast ausnahmslos
enttduschenden klinischen Studienergebnisse liegt vermutlich in der Auswahl der praklinischen Mausmodelle,
welche diese Heterogenitat nicht in genligendem Malle widerspiegeln. Die hadufig eingesetzten heterotopen
(in der Regel subkutan implantierten) Xenograft-Mausmodelle zeigen zwar in praklinischen Therapiestudien
ein gutes Ansprechen, besitzen aber nur einen geringen pradiktiven Wert bzgl. ihrer klinischen Effizienz
(Johnson et al. 2001; Kerbel 2003). Ursachen hierfir sind die molekulare und zelluldre Homogenitat und das
Fehlen einer typischen Tumormatrix.

In der préaklinischen Forschung zur Charakterisierung und zur Evaluierung des Therapieansprechens des
exogenen Pankreaskarzinoms sollten also Faktoren wie die Vaskularisierung, der Fibrosegehalt und die
Zellularitat berlcksichtigt werden (DeVries et al. 2003; Koster et al. 2005). Insbesondere durch das von
Hruban et al. etablierte Tumorprogressionsmodell, welches die genetischen und morphologischen
Verdanderungen der Karzinogenese widerspiegelt, konnten neue Informationen Ulber die Entstehung und
Entwicklung des Pankreaskarzinoms gewonnen werden (Hruban et al. 2000). Auf dieser Basis ist es moglich
genetisch modifizierte Mausmodelle (genetically engineered maouse models = GEMM) zu entwickeln, welche
die Pathologien des humane PDACs in sehr gutem MaRe widergeben. Weiter ertffnet dieses detaillierte
Wissen neue molekularbiologische und gentherapeutische Therapieansitze, wie z.B. sogenannte "targeted
therapies", die gezielt an den verdnderten Molekiilen der entarteten Zellen angreifen.

Bei praklinischen Testungen und der Etablierung einer multimodalen, multiparametrischen Bildgebung sowie
bei der Evaluation neuer Therapien ist es also zwingend notwendig, aussagekraftige Tiermodelle zu
verwenden, welche die molekularen und histopathologischen Charakteristika des humanen PDAC prazise
abbilden. So kann der pradiktive Nutzen praklinischer Forschungsarbeiten verbessert werden. Die Bildgebung
spielt eine entscheidende Rolle sowohl bei der Detektion als auch dem Staging des humanen PDACs. Auch in
der praklinischen Forschung werden zunehmend unterschiedliche Bildgebungsmodalitdten eingesetzt um
eine nicht invasive Charakterisierung des PDACs zu ermoglichen und longitudinale Bildgebungsdaten fiir eine

Verlaufs- oder Therapiekontrolle zu akquirieren (so v.a. (Olive und Tuveson 2006)).
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FRAGESTELLUNG

FRAGESTELLUNG

Im Einzelnen werden in dieser Arbeit folgende Fragestellungen untersucht und dargestellt:

1.

Etablierung der longitudinalen Bildgebung mittels multiparametrischer
Magnetresonanztomographie  (MRT) und  Positronenemissionstomographie  (PET)  zur
Charakterisierung des PDAC in GEMM.

Korrelation von MRT- und PET-Bildgebungsdaten mit der Histopathologie.

Testung der multimodalen Bildgebungsplattform zur Uberpriifung des Therapieansprechens auf

Gemcitabin

Diese Fragestellungen wurden an Tumoren verschiedener GEMM und im Vergleich subkutan (s.c.)

implantierter Tumore bearbeitet.
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3 GRUNDLAGEN

3.1 DAS PANKREAS

Die Bauchspeicheldriise, ein Organ endodermalen Ursprungs, liegt retroperitoneal im Oberbauch.
Makroskopisch kann das Organ in drei Abschnitte untergliedert werden — Pankreaskopf (Caput pancreatis),
Pankreaskorper (Corpus pancreatis) und Pankreasschwanz (Cauda pancreatis). Das Bindegewebe ist in den
Lappchen nur wenig entwickelt, lediglich groRere Ausfiihrungsgdnge sind von einer dicken
Bindegewebsschicht umgeben.

Das Pankreas besitzt exokrine und endokrine Driisenanteile. Der exokrine Anteil, welcher etwa 80 % der
Organmasse ausmacht, ist flir die Sekretion wichtiger Verdauungsenzyme (z.B. Trypsinogen, Amylase, Lipase)
verantwortlich. Die tubuloazindren Endstlicke sezernieren die Pankreasenzyme in das umfangreiche
Gangsystem, welches Schleim und Bikarbonat hinzufligt und iber den Pankreasgang im Duodenum miindet.
Die Reprasentanten der endokrinen Funktion sind die Langerhans-Inseln, diese bestehen aus verschiedenen
Zelltypen und sind in das Azinigewebe eingebettet. Diese Zellen bilden unterschiedliche Hormone (u.a.

Insulin, Glukagon), die der Aufrechterhaltung der Blutzuckerhomdoostase dienen.

3.2 DAS PANKREASKARZINOM

Man unterscheidet Karzinome der exokrinen Anteile, also aus dem Gangepithel oder den Azinuszellen
hervorgehend, von solchen der endokrinen Anteile. Unter den exokrinen Pankreastumoren ist das duktal-
invasive Adenokarzinom (PDAC) mit einem Anteil von Uber 85 % das haufigste (Li, D. et al. 2004; Warshaw
und Fernandez-del Castillo 1992). Es entsteht auf dem Boden praneoplastischer Lasionen. Bislang wurden
drei verschiedene Lasionen beschrieben: pankreatisch intraduktale Neoplasie (PanIN), intraduktal papillar
muzindse Neoplasie (IPMN) und die muzinés zystische Neoplasie (MCN). Die PanIN Lasionen werden
histologisch in Abhdngigkeit der Dysplasie und Zytopathologie in drei Klassen eingeteilt. PanIN-1A-Lasionen
sind gekennzeichnet durch eine muzindse Produktion. PanIN-1B-Lasionen sind durch die Entwicklung einer
papillaren  Architektur charakterisiert. Die PanIN-2-Ldsionen weisen bereits eine (moderate)
Zellkernabnormalitdt auf. PanIN-3 Lasionen entsprechen einem Carcinoma-in-situ und sind durch den Verlust
der Zellkernpolarisation und das Vorhandensein nur noch weniger, abnormer Mitosen charakterisiert (Abb. 3-

1). (Hruban et al. 2001)
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Oberer Reihe: Kras”“"-Maus — Im Alter von neun Wochen ist eine beginnende azinoduktale
Metaplasie (schwarzer Pfeil) zu sehen. Es sind alle drei Stufen von PanINs dargestellt.

G12D

Untere Reihe: KrasGuD;EIa-TGFa—Maus — ist sowohl ein IPMN-, wie auch PanlIN-basiertes PDAC zu
sehen.

(Freundlicherweise zur Verfluigung gestellt von Hr. Dr. Siveke, Il. Medizinische Klinik, Klinikum rechts
der Isar).

Basierend auf morphologischen und genetischen Analysen wurde fiir das Pankreaskarzinom ein
Tumorprogressionsmodell entwickelt (Hruban et al. 2000). Dieses Modell beschreibt die Entwicklung eines
invasiven Karzinoms {iber PanIN-Vorlduferldasionen. Die charakteristischen genetischen Veranderungen des
Pankreaskarzinoms konnen bereits in PanIN-Ldsionen nachgewiesen werden (Moskaluk et al. 1997). Die
Aktivierung des Onkogens K-ras ist die erste genetische Veranderung (Bardeesy und DePinho 2002; Hruban et
al. 2000). Die Haufigkeit der Mutation nimmt mit dem Tumorprogress zu und betragt anndhernd 100 % im
invasiven PDAC (Rozenblum et al. 1997). Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass die K-ras-Mutation eine
entscheidende Rolle in der Karzinogenese einnimmt. Ebenfalls bereits in friihen Lasionen zu finden ist die
Aktivierung des Epidermal-Growth-Factor- (EGF-) Signalwegs, mit Uberexpression der Liganden (TGFa und
EGF) und der EGF-Rezeptoren (EGFR oder ERRB2, auch bekannt als Her2/neu) (Friess et al. 1999; Hezel et al.
2006). Diese zusatzliche Aktivierung des EGFR fihrt zur Entwicklung von IPMN-L3sionen und einem daraus
resultierenden Pankreaskarzinom (Siveke et al. 2007). Die Inaktivierung des Ink4a/Arf-Lokus, der fiur die
Tumorsuppressorgene p16'"k4"und p19ARF codiert, ist eine weitere charakteristische genetische Verdanderung,
die etwas spater auftritt. Der Expressionsverlust des auf Chromosomen 9p lokalisierten Gens korreliert gut
mit dem Grad der zytologischen und strukturellen Atypien der Lasionen (Wilentz et al. 1998). In der spaten
Tumorentwicklung kommt es auch zur Inaktivierung der Tumorsuppressorgene p53 (auf Chromosomen 17p)
und Smad4 (auf Chromosomen 18q; friher auch bekannt als DPC4), seltener findet sich eine biallele

Inaktivierung von BRCA2 (DiGiuseppe et al. 1994; Goggins et al. 2000; Wilentz et al. 2000; Yamano et al. 2000)
(Abb. 3-2).
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Nach Hruban et al. (Hruban et al. 2000)

Es treten wahrend der Karzinogenese typische genetische Veranderungen auf. Frih kommt es zu
Mutationen von K-ras und Her-2-neu. Erst in einem spaten Stadium der Vorlauferldasionen kommt es
zur Mutation von p53, DPC4, BRCA2.

Ink4a G12D

Alleinige Inaktivierung von p16 ", p19 oder p53 induziert kein Tumorwachstum; bei gleichzeitiger Kras
Expression fihrt es aber zu einem beschleunigten Tumorwachstum mit friherer Tumorpenetranz (Aguirre et
al. 2003; Hingorani et al. 2005).

Das Tumorsupressorgen Smad4 codiert den Transkriptionsfaktor TGFf (transforming growth factor-f3). TGFf
inhibiert das epitheliale Zellwachstum und aktiviert die Apoptose. Gleichzeitige Kras Aktivierung fihrt zu
einem beschleunigten Tumorwachstum und zur Ausbildung von IPMNs bei Mausen (Bardeesy et al. 2006b;
Kojima et al. 2007). IPMNs und MCNs gehdren zu den zystischen Pankreasldsionen. IPMNs sind die haufigsten
zystischen Pankreasldsionen, doch ihre molekularen Veranderungen sind noch weitgehend unbekannt. Es
wurden dhnliche genetische Veranderungen gefunden, jedoch in geringerer Haufigkeit.

Der Verlust der X-chromosomalen Deubiquitinase USP9X konnte in (iber 50 % der PDACs nachgewiesen
werden. Der USPX9-Verlust fordert die Transformation der Zellen und schiitzt vor einem programmierten
Zelltod. (Perez-Mancera et al. 2012) Das PDAC weist eine erhohte chromosomale Instabilitat auf, welche
unter anderem mit einer Verkirzung der Telomere assoziiert ist (Gisselsson et al. 2001). Diese Instabilitat
zusammen mit der hohen genetischen Veradnderung koénnte ein moglicher Grund fir die relative
Chemoresistenz des Pankreaskarzinoms sein.

Ein weiteres Charakteristikum des PDACs ist seine extensive Stromaproliferation und Desmoplasie (Bardeesy
und DePinho 2002). Das Stromagewebe besteht unter anderem aus Fibroblasten, BlutgefiaRen und
entzlindlichen Zellinfiltraten. Es handelt sich um den nicht-transformierten Anteil des epithelialen Tumors.
Der Begriff Desmoplasie beschreibt die Ausbildung einer kollagenreichen Stromakomponente durch

Fibroblasten. Es wird vermutet, dass dies durch TGFf getriggert wird (Lohr et al. 2001). Diese Komponenten
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spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Invasivitat des Tumors (Bardeesy und DePinho 2002). Die
Gefdhrlichkeit des Pankreaskarzinoms besteht in der Invasivitdit und Metastasierung des Primarius. Die
Fahigkeit zur Metastasierung wird durch das Tumorwachstum, die Ablésung von Tumorzellen, sowie die
Angiogenese bestimmt. Die Angiogenese wird durch TGFa und VEGF aktiviert. (Ellenrieder et al. 1999) Die
Absiedelung von Tumorzellen erfolgt friihzeitig perineural entlang von Nervenscheiden [siehe unter anderem
(Nagai et al. 1986; Nagakawa et al. 1991; Nakao et al. 1996)]. Die lymphogene Metastasierung erfolgt entlang
der entsprechenden lymphatischen Abflussbahnen zu den verschiedenen Lymphknotenstationen (Cubilla et
al. 1978). Eine hamatogene Metastasierung erfolgt bevorzugt iber die Pfortader in die Leber, des Weiteren in

die Lunge, aber auch in das Peritoneum, das Skelett und in andere Organe (Kamisawa, T. et al. 1995).

3.2.1 SYMPTOME

Das PDAC ist durch eine lange asymptomatische Latenz gekennzeichnet. Insbesondere bei Karzinomen im
Schwanz- oder Korpusbereich treten erst spat Symptome auf. Klassische Symptome sind neu aufgetretene
Bauch- oder Riickenschmerzen, ein neu aufgetretener Diabetes mellitus in Folge Destruktion der
insulinproduzierenden B-Zellen, ein schmerzloser lkterus durch Konstriktion des Gallengangs oder andere

Allgemeinsymptome wie ungewollter Gewichtsverlust oder Ubelkeit.

3.2.2 DIAGNOSTIK

Da die Symptome des Pankreaskarzinoms eher unspezifisch sind, werden zur weiteren Diagnostik meist
bildgebende Verfahren herangezogen. Haufig ist die Sonographie die zuerst eingesetzt Bildgebungsmodalitat,
gefolgt von einem Schnittbildverfahren (CT oder MRT). Eine Unterscheidung zwischen benignen und malignen
Lasionen ist fiir das weitere Procedere und die Prognose wichtig, kann jedoch aufgrund der eingeschrankten
Sensitivitdt und Spezifitdt der Verfahren haufig nicht getroffen werden, so dass Biopsien notwendig sind.
Differentialdiagnostisch muss insbesondere ein Pseudotumor im Rahmen einer Pankreatitis in Betracht

gezogen werden, da auch dieser eine verminderte Kontrastmittelaufnahme zeigt.

Sonografie und Endosonografie. Die Oberbauchsonographie stellt meist die primar eingesetzte
Untersuchungsmethode dar. Die meisten Pankreaskarzinome erscheinen echodrmer als das
Umgebungsgewebe (Brambs und Claussen 1993). Ggf. gelingt bereits der Nachweis von Metastasen.

Die Endosonographie kann zusatzlich zu einer CT- oder MRT-Bildgebung eingesetzt werden um eine genauere
Aussage Uber die lokale Ausdehnung machen zu kénnen (Mertz et al. 2000) oder auch um diese mit einer

Biopsie zu kombinieren.

Computertomographie (CT). Die CT-Untersuchung mit Kontrastmittel (KM) zdhlt noch immer zu der

Standarduntersuchungsmethode mit einer hohen Sensitivitdt (Soriano et al. 2004). Es sollte sich hierbei
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mindestens um ein biphasisches, besser um ein triphasisches Protokoll handeln. Das triphasische Protokoll
umfasst eine arterielle, eine portalvendse und eine Parenchymphase. In der arteriellen Phase ist der Kontrast
des hypodensen Karzinoms zum hyperdensen Pankreasparenchym am gréRten. Es ermdoglicht ebenfalls eine
gute Abgrenzbarkeit von Lebermetastasen sowie die Beurteilung einer Tumorinfiltration in die GefalRe. Die

Beurteilung der Tumorausdehnung im KM-CT spielt eine entscheidende Rolle bei der Frage der Resektabilitat.

Magnetresonanztomographie (MRT) und Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP). Das MRT
ist mindestens ebenso gut fiir die Diagnostik geeignet wie das CT; Vorteil der MRT ist die hohere
Kontrastauflosung (Irie et al. 1997; Sahani et al. 2008). Im T2-gewichteten Bild sind die Pankreaskarzinome
meist hypointenser als das Pankreasparenchym. Das Pankreaskarzinom nimmt erst spat KM auf, weshalb es
in den frihen KM-Phasen hypointenser als das Umgebungsgewebe erscheint. Die Diffusionsgewichtete MRT
(diffusion-weighted imaging = DWI) wird zunehmend zur Detektion, Charakterisierung und
Therapieerfolgskontrolle eingesetzt (Li, S. P. und Padhani 2012). So zeigen einige Forschungsarbeiten, dass
mittels DWI benigne Lasionen von PDACs unterscheiden werden kénnen (Fattahi et al. 2009; Kamisawa,
Terumi et al. 2010; Sandrasegaran et al. 2011).

Die MRT-Aufnahme sollte mit der MRCP kombiniert werden um Gangverdanderungen besser darzustellen. Die

nicht-invasive MRCP |6st aufgrund ihrer hdheren Sensitivitdt zunehmend die ERCP ab (Adamek et al. 2000).

Positronenemissionstomographie (PET). Der bevorzugte Tracer ist 18F-FIuor-Z-Desoxy-GIucose (18F-FDG). Die
18F-FDG-PET-Untersuchung wird eher komplementdr eingesetzt. Der Einsatz wird durch eine geringe
Verfligbarkeit und hohe Kosten limitiert. (Balci und Semelka 2001) Die aktuelle Studienlage beziiglich der
Wertigkeit der 18F-FDG-PET-Untersuchung in der Pankreaskarzinomdiagnostik ist unklar. Eine PET-
Untersuchung mit ®F_FDG kann einen friihen Tumor- und auch Metastasennachweis ermoglichen (Mertz et
al. 2000). Ein Nachteil der PET-Untersuchung ist die teilweise schlechte Differenzierung von Pseudotumoren
und soliden Tumoren (Strauss 1996; Zimny et al. 2000). Derzeit wird die PET-Untersuchung in der S3-Leitlinie:
Exokrines Pankreaskarzinom nicht empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft

2013).

Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP). Haufig findet man eine Obstruktion des
Hauptpankreasganges, welche mittels ERCP diagnostiziert werden kann. Die ERCP wird zunehmend durch die
nicht-invasive MRCP verdrangt. In der aktuellen S3-Leitlinie (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche

Krebsgesellschaft 2013) wird die ERCP wegen ihrer zu geringen Sensitivitat nicht mehr empfohlen.

Biopsie. Eine Biopsie wird meist als endosonographisch gestiitzte Feinnadelaspirationsbiopsie durchgefiihrt,
insbesondere bei differentialdiagnostischen Schwierigkeiten. Hierdurch gelingt ein zytologischer bzw.
histologischer Nachweis des Pankreaskarzinoms. Alternativ bietet sich eine diagnostische Laparotomie mit

Biopsie an.
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Blutuntersuchung. Oft findet sich eine Erhéhung des Carbohydrate-Antigens 19-9 (CA 19-9) (Haglund et al.
1986). Da allerdings ein erhohter Wert auch bei anderen malignen oder benignen Erkrankungen zu finden ist
(z.B. Magenkarzinom, Pankreatitis), stellt CA 19-9 eher einen Verlaufsparameter dar. Seltener findet sich eine

unspezifische Erhéhung des Carcinoembyonalen Antigens (CEA).

TNM-Klassifikation. Dabei steht T fiir Tumor und dessen Ausdehnung, N fiir Nodes = Lymphknoten und M fir
Metastasen. Die TNM-Klassifikation fir die Einteilung exokriner Pankreastumore beruht auf der 7. Auflage

der American Joint Committee on cancer (AJCC).

TX Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf Pankreas beschrankt, gréBter Durchmesser <2 cm

T2 Tumor auf Pankreas beschrédnkt, gréBter Durchmesser > 2 cm

T3 Tumor lberschreitet Pankreas, ohne Beteiligung der Arteria mesenterica superior oder des Truncus
coeliacus

T4 Tumor infiltriert Arteria mesenterica superior oder den Truncus coeliacus

NX regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO kein Anhalt fiir Lymphknotenbefall

N1 regiondre Lyphknotenmetastasen

MO keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 Fernmetastasen vorhanden

Nach Vorgabe der 7. Auflage der Union internationale contre le cancer (UICC) ldsst sich anhand der TNM-

Klassifikation die Tumorausdehnung in Stadien einteilen:

TABELLE 1 STADIENEINTEILUNG NACH UICC

Stadium TNM-System

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T1-T3 N1 MO
Stadium IlI T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
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3.2.3 THERAPIEKONZEPTE

Die chirurgische Ryo-Resektion stellt nach wie vor die einzige potentiell kurable Therapieoption dar. Doch nur
15-20 % (Ahrendt und Pitt 2002) der Patienten haben einen potentiell resektablen Tumorbefund (Schneider
et al. 2005) und die 5-JUR nach Resektion liegt lediglich bei etwa 25 % (Richter et al. 2003).

Gegebenenfalls erfolgt nach Resektion eine adjuvante Chemotherapie, die in einigen Studien einen
Uberlebensvorteil zeigte (Oettle et al. 2007). Jedoch existiert weder eine etablierte Standardtherapie, noch
ein einheitliches Regime (Newman et al. 2006).

Kriterien der Resektabilitdt sind das Fehlen von Fernmetastasen sowie fehlende Infiltration des Truncus
coeliacus oder der Arteria mesenterica superior. Weiter unterscheidet man noch von einer grenzwertigen
Resektabilitdat, sogenannte Borderline Tumore. Die Kriterien hierflir wurden in den NCCN-Leitlinien !

festgelegt:

* keine Fernmetastasen,

* Infiltration der V. mesenterica superior bzw. der Pfortader mit oder ohne Stenosierung des
GefaRlumens,

* Ummauerung der V. mesenterica superior bzw. der Pfortader ohne gleichzeitiges Ummauerung der
nahegelegenen Arterien,

e  kurzstreckiger vendser Gefalverschluss durch einen Tumorthrombus oder ein Ummauerung des
Tumors, aber mit geeigneten GefalRen proximal und distal des GefaRverschlusses, die eine sichere
Resektion und Rekonstruktion erlauben,

* Ummauerung der A. gastroduodenalis bis zur A. hepatica mit entweder kurzstreckigem
Ummauerung oder direktem Kontakt zur A. hepatica, aber ohne Ausdehnung bis zum Truncus
coeliacus,

* Ummauerung der A. mesenterica superior bis max. 180° der GefaRzirkumferenz.

Bei lokal fortgeschrittenen inoperablen Pankreastumoren oder eventuell auch bei Borderline-Tumoren sollte
eine neoadjuvante Therapie begonnen werden, um die Moglichkeit einer Resektabilitdt zu erreichen. Derzeit
wird meist eine sequentielle Therapie, bestehend aus einer reinen Chemotherapie mit Gemcitabin oder 5-FU
und einer kombinierten Radiochemotherapie durchgefiihrt. (S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom, 2013)

Bei einem inoperablen Befund wird meist eine palliative Chemotherapie durchgefiihrt. Patienten mit nicht-
resektablen Pankreaskarzinom Uberleben im Mittel etwa 8 bis 12 Monate, bei Vorliegen von Metastasen

sogar nur 3 bis 6 Monate (Richter et al. 2003).

" NCCN = National Comprehensive Cancer Network
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Zur Chemotherapie stehen verschiedene Medikamente zur Verfligung:

Gemcitabin. Das Standard-Chemotherapeutikum in der Therapie des fortgeschrittenen Pankreaskarzinomes
ist Gemcitabin (22’-,2’-Difluorodesoxyzytidin). Es gehért in die Gruppe der Pyrimidinanaloga, ein
Antimetabolit, welcher die DNA-Synthese blockiert. Burris et al. zeigten in ihrer Studie ein medianes
Uberleben von 5,7 Monaten und eine 1-JUR von 12 % unter Gemcitabin-Therapie (Burris et al. 1997).
Wahrend mehr als 90 % der Patienten nicht auf Gemcitabin ansprechen, gibt es auch solche, die auf das
Chemotherapeutikum ansprechen (Schneider et al. 2005). Dies wirft die Frage auf, ob es vielleicht pradiktive
Faktoren fir ein Therapieansprechen gibt, wie etwa Tumordifferenzierung, Vaskularitdt oder spezifische
Mutationen.

Die Kombination von Gemcitabin mit platinhaltigen Chemotherapeutika, z.B. Oxaliplatin oder Cisplatin, zeigt

keine signifikante Besserung des medianen Uberlebens (Heinemann et al. 2006; Louvet et al. 2005).

5-Fluoruracil (5-FU). 5-FU zahlt, wie Gemcitabin, zu den Pyrimidinanaloga. Es galt lange Zeit als erste Wahl in

der Chemotherapie des Pankreaskarzinoms, bis es von Gemcitabin abgeldst wurde (Carmichael et al. 1996).

,Targeted Therapy“, die gezielte Krebstherapie, ist eine neuartige Behandlungsoption, die gezielt mit
Strukturen des Tumorgewebes interferiert. Dazu gehodren z.B. monoklonale Antikérper oder sog. ,,small
molecules”. Anders als herkdmmliche Chemotherapeutika greifen sie nicht ubiquitar in die Mechanismen der
sich schnell teilenden Zellen ein, sondern sind gezielt gegen kleine Strukturen gerichtet, die entscheidend flr

die Entstehung und das Wachstums eines Tumors sind:

Erlotinib. Erlotinib ist ein selektiver Tyrosinkinaseinhibitor des EGF-Rezeptors. Durch Rezeptorblockade
kénnen Wachstumsfaktoren nicht mehr die Proliferation und Angiogenese stimulieren. In einer Phase-Ill-
Studie zeigt Erlotinib in Kombination mit Gemcitabin eine leichte Uberlebensverlingerung (Moore et al.

2007).

Cetuximab. Dies ist ein monoklonaler Antikdrper gegen den EGF-Rezeptor. In einer Phase-1I-Studie konnte in
Kombination mit Gemcitabin bei EGFR-expremierendem PDAC ein medianes Uberleben von 7,1 Monaten

erzielt werden (Xiong et al. 2004).

Bevacizumab. Bevacizumab bindet irreversibel an den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
verhindert die GefdRneubildung von Tumoren. Es handelt sich um einen monoklonalen VEGF-Antikérper. Eine
Phase-Il-Studie mit Gemcitabin plus Bevacizumab ergab eine Ansprechrate von 21 % und eine mediane
Uberlebensrate von 9,0 Monaten (Kindler et al. 2005). Eine Phase-lII-Studie konnte die guten Ergebnisse nicht
bestiatigen. Das progressionsfreie Uberleben betrug 3,8 Monate vs. 2,9 Monate, das mediane
Gesamtiberleben 5,8 Monate vs. 5,9 Monate, jeweils flir Bevacizumab und Kontrollgruppe. (Kindler et al.

2010)

10
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Sorafenib. Dies ist ein Hemmer des VEGF-Signalweges und der Raf-Signalkaskade, demgemaR kommt es zu
einer verminderten Angiogenese durch den Tumor und einer Abnahme der Zellteilung (Liu et al. 2006). In
einer Phase-lI-Studie zeigt sich kein Vorteil von Sorafenib in Kombination mit Gemcitabin im Vergleich zu

einer Gemcitabin-Monotherapie (Kindler et al. 2012).

Kombinationstherapien

Als Kombinationstherapie ist derzeit vor allem eine Kombination aus 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin unter
dem sogenannten FOLFIRINOX-Schema in Verwendung. Conroy et al. zeigten eine Verlangerung des
medianen Uberlebens von 6,8 auf 11,1 Monate (p<0,0001; HR 0,57). Das progressionsfreie Uberleben wurde
von 3,3 auf 6,4 Monate verlangert. Nachteile der Kombinationstherapie sind eine erhdhte Toxizitdt und eine
Einschréankung der Lebensqualitat. (Conroy et al. 2011)

Ebenfalls kommen Abwandlungen des Schemas zum Einsatz (FOLFIRI: ohne Oxaliplatin, FOLFOX: ohne
Irinotecan. Beide Schemata verzichten auf den 5-FU-Bolus).

In einer neuen Phase-lll-Studie aus dem Jahr 2013 wurde die Kombination von Gemcitabin und nab-Paclitaxel
getestet. Das mediane Gesamtiberleben betrug bei 8,5 Monate vs. 6,7 Monate (Gemcitabin mono)
(p<0,001). Das mediane progressionsfreie Uberleben lag bei 5,5 Monaten vs. 3,7 Monate (Gemcitabin mono)
(p<0,001). Als Nebenwirkungen traten eine vermehrte Hamatotoxizitdt und eine Neuropathie auf. (Von Hoff

et al. 2013)

3.3 TUMORMODELLE

H&ufig werden zu Studienzwecken Xenograft-Tumormodelle in immundefizienten Mé&usen verwendet.
Xenograft-Modelle werden durch Implantation einer kleinen Tumormasse oder durch Injektion kultivierter
Tumorzellen generiert. Trotz guter Wirksamkeit einiger therapeutischer Substanzen in Xenograft-Modellen
sind die Ergebnisse klinischer Studien meist enttduschend (Johnson et al. 2001). GEMM &ahneln der humanen
Erkrankung bzgl. ihrer genetischen und molekularen, sowie der daraus sich ableitenden histopathologischen

Heterogenitat. In den letzten Jahren konnten verschiedene GEMM etabliert werden.

3.3.1 GENETISCH MODIFIZIERTE MODELLE

GEMM sind die neuen Hoffnungstrager der Tumorforschung. Die Verdnderung des Genoms einer Maus
dahingehend, dass es wichtige Faktoren der humanen Onkogenese widerspiegelt, ist erst durch ein
detailliertes Verstandnis der Tumorentstehung moglich. Aussagekraftige praklinische Tumormodelle sind also
solche, deren Genommanipulation zu Mutationen fiihren, die moglichst genau die Tumorgenese im

Menschen wiedergeben. Idealerweise resultieren daraus Tumoren, welche auf pathophysiologischer,

11
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histologischer sowie molekularer Ebene die Eigenschaften des humanen PDACs abbilden. Zu diesen typischen
Eigenschaften zahlen: Entwicklung von Vorlduferldsionen und ein daraus hervorgehender invasiver und
metastasierender Tumor, welcher reichlich kollagenreiches Stromagewebe und Entziindungszellen enthalt -
eine sogenannte Desmoplasie - und eine geringe Vaskularisierung aufweist (Hruban et al. 2006; Olive und
Tuveson 2006).

In Ela-TGFa Mausen wird TGFa durch den pankreatischen Elastase-Promotor (iberexprimiert; daraus
resultiert eine pankreatische Metaplasie, bei manchen Mé&usen entwickelt sich nach lGber einem Jahr ein
multifokales, homogenes azinar-duktales Karzinom (Bardeesy et al. 2001; Sandgren et al. 1990; Wagner et al.
1998). In Kombination mit p53 zeigt sich ein beschleunigtes Tumorwachstum (Wagner et al. 2001). Das
Karzinom entsteht jedoch unabhéngig von Vorlauferldsionen. Fiir ein Tumormodell, welches die Komplexitat
des humane PDACs widerspiegelt, sind aber weitere Mutationen notwendig. Aktuell weisen nur Cre/lox-

120 _pllel Aktivierung

basierte genetisch manipulierte Mausmodelle mit einer pankreasspezifischen Kras
humantypische PanIN-Ldsionen und Metastasen auf und rekapitulieren somit die komplette humane
Tumorentwicklung (Guerra et al. 2003; Hingorani et al. 2003). Ein onkogenes Kras knock-in Allel wird durch
die Entfernung einer gefloxten Stop-Kasette (so genanntes Lox-Stop-Lox = LSL) aktiviert (Jackson et al. 2001).
Werden LSL-Kras-Mause mit Ptfla-Cre-Mausen gekreuzt, deren Cre-Rekombinase-Expression unter dem

pankreasspezifischen Promotor Ptfla steht, wird Kras nur im Pankreas exprimiert (Mazur und Siveke 2012;

Olive und Tuveson 2006) (Abb. 3-3)
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ABB. 3-3 CRE/LOX MODELL

Nach Mazur/Siveke (Mazur und Siveke 2012)
Cre/lox abhangige Aktivierung von Pankreas-spezifischen Kras durch Kreuzung von Ptfla-Cre Mausen
mit LSL-Kras-Mausen.

Dieses Modell zeigt PanIN-1- und PanIN-2-Ldsionen sowie vereinzelte PanlIN-3-Lasionen. Ein invasives
Karzinom entwickelt sich langsam und zeigt sich erst nach etwa einem Jahr. Zusétzliche Inaktivierung der
Tumorsuppressorgene pl6/ink4a, p19/Arf bzw. p53, welche gehauft auch im menschlichen PDAC gefunden
wurden, fihren zu einer schnelleren malignen Transformation und einer vermehrten Metastasierung.
(Aguirre et al. 2003; Bardeesy et al. 2006a; Hingorani et al. 2005; Siveke und Schmid 2005)

G12D

Kras™ " ;Ela-TGFa basierte Tumormodelle entstehen auf dem Boden von IPMN Vorlauferlasionen (Siveke et

al. 2008). Wahrend der Karzinogenese verlieren Kras®*® Mause p16/Ink4A und p53 und fihren somit zu
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einem Modell, welches die humanen PDAC-Eigenschaften gut widerspiegelt: maligne Transformation im Alter
von 3 bis 6 Monaten, chromosomale Instabilitdt und vermehrte Metastasierung [Ubersicht in (Hezel et al.
2006; Siveke und Schmid 2005)] .

Um die Aussagekraft eines solchen Modells zu verifizieren empfiehlt es sich, eine Therapiekontrolle mit
einem Kklinisch etablierten Chemotherapeutikum durchzufiihren. Dazu eignet sich z.B. Gemcitabin, das bei
Menschen mit Pankreaskarzinom als Standardchemotherapeutikum eingesetzt wird. Es erzielt jedoch nur
eine geringe Ansprechrate beim Menschen. Zeigen sich im Mausmodell deutlich héhere Ansprechraten, ist

der Nutzen dieses Tumormodells fiir spatere klinische Studien im Menschen zweifelhaft.

3.4 BILDGEBENDE VERFAHREN

Bildgebende Verfahren ermdéglichen eine nicht-invasive Tumorverlaufskontrolle und erlauben, je nach
verwendeter Modalitdt, Aussagen beziiglich Lokalisation, GroéRe, Invasivitdt, Perfusion, sowie

Gewebekomposition.

3.4.1 MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Bei der Magnetresonanztomographie, auch Kernspintomographie genannt, handelt es sich um ein
Schnittbildverfahren. Die physikalische Grundlage dieser Methode basiert auf dem Prinzip der
Kernspinresonanzspektroskopie.

Das Verfahren beruht auf der Anregung bestimmter Teilchen, meist Wasserstoffkerne (= Protonen), im
Organismus durch ein starkes Magnetfeld und nutzt elektromagnetische Wechselwirkungen im
Radiofrequenzbereich. Es werden also keine RoOntgenstrahlen benétigt — im Gegensatz zu der
Computertomographie. Die Magnetisierung und Entmagnetisierung (,Relaxation”) der angeregten Teilchen
sowie die Protonendichte sind ausschlaggebend fir den Bildkontrast. (Weishaupt et al. 2006)

Eine charakteristische Eigenschaft von Wasserstoffatomen ist ihr Spin (= Eigendrehung des Protons). Wirkt
eine dulere Kraft, z.B. ein duReres Magnetfeld (Bo) ein, so verandert der Spin die Lage seiner Rotationsachse,
auch bezeichnet als Prazessionsbewegung. Die charakteristische Frequenz dieser Bewegung wird
Lamorfrequenz genannt. Diese ist exakt proportional zur Starke des Magnetfelds By und wird durch folgende

Gleichung berechnet:
Wo=Vo"* Bo
Dabei ist wg die Lamorfrequenz (in MHz), y, das gyromagnetische Verhiltnis, das fiir jedes Element einen

konstanten Wert besitzt und B, die Starke des Magnetfelds (in Tesla = T). (Laubenberger und Laubenberger

1999) Durch das Magnetfeld B, des MR-Tomographen baut sich durch Addition der Magnetvektoren der

13



GRUNDLAGEN

einzelnen Spins eine Ldngsmagnetisierung in Z-Richtung (M;) auf. Anhand eines Hochfrequenzimpulses (HF-
Impuls) kann beispielsweise eine Auslenkung um genau 90° erzielt werden. Dabei kippt die gesamte
Magnetisierung in die XY-Ebene um und wird dann als Myy bezeichnet. Die angeregten Teilchen bewegen sich
nun also in XY-Ebene und senden als Resonanz messbare Schwingung (mit gleicher Frequenz wie der des
eingestrahlten Hochfrequenzimpulses) aus.

Die rotierende Quermagnetisierung erzeugt das MR-Signal. Zwei unabhdngige Vorgdnge bewirken, dass es

schnell wieder abfallt. Man unterscheidet hierbei zwischen:

*  Wiederzunahme der Langsmagnetisierung (M;): longitudinale Relaxation oder T1-Relaxation und
e Abnahme der Quermagnetisierung (Myy) des ausgelenkten Gesamtvektors: transversale Relaxation

oder T2-Relaxation.

In der Regel muss eine Schicht mehrmals nacheinander angeregt werden. Die Zeit zwischen zwei solchen
Anregungen wird als Repetitionszeit (TR) bezeichnet. Je ldnger diese Zeit gewahlt wird, desto langer haben
Spins Zeit, in Z-Ebene zurilickzukippen und bei einer erneuten Anregung viel Signal abzugeben. Wird die TR
kurz gewahlt, erzeugen Gewebe mit kurzem T1, die rasch relaxieren, ein hohes Signal. (Vogl et al. 2011;

Weishaupt et al. 2006)

*  Kurzes TR - starke T1-Gewichtung

Die Zeitspanne zwischen Anregung und Signal-Messung wird als Echozeit (TE) bezeichnet.

* Langes TE - starke T2-Gewichtung

Im Tomographen werden in X-, Y- und Z-Richtung Gradientenspulen betrieben. Diese Spulen sind jeweils
paarweise angeordnet; die eine Spule erhdht das statische Magnetfeld, die gegeniberliegende Spule
verringert es. Das Magnetfeld Bo besitzt somit einen linearen Gradienten. Entsprechend ist in der gewdhlten
Richtung die Kernspin-Prazession unterschiedlich, die Spins kreiseln hier mit unterschiedlich hoher
Lamorfrequenz. Das heiRt, dass mit einer bestimmten Frequenz eine ganz bestimmte Schicht angeregt
werden kann. Dank des Schichtwahlgradienten kann eine Schicht beliebig im Raum positioniert werden.

AuBerhalb dieser Schicht bleiben die Kernspins vom HF-Puls unbeeinflusst. (Weishaupt et al. 2006)

3.4.1.1 T2-GEWICHTETE MRT AUFNAHMEN

Die T2-Relaxationszeit beschreibt das Abklingen der Transversalmagnetisierung einzelner Gewebe nach
Abschalten eines HF-Impulses. Fir T2-gewichtete MRT-Aufnahmen (T2W-MRT) wahlt man eine lange TE und
eine lange TR. Gewebe mit kurzem T2 haben einen raschen Signalverlust und stellen sich dadurch hypointens
(dunkel) dar. Stationare Flussigkeiten haben ein langes T2 und stellen sich im T2-gewichteten MRT

hyperintens (hell) dar.
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Spinecho-(SE-)Sequenz

Die SE-Sequenz beginnt mit einem 90° HF-Impuls. Nach der Hélfte der gewiinschten Echozeit wird ein 180°-
Impuls eingeschaltet, der fiir die Erzeugung des Spinechos verantwortlich ist. Diese Sequenz geht mit einer
langen Messdauer einher. Sie wird fast nur bei T1-gewichteten oder protonendichte-gewichteten Aufnahmen

eingesetzt. (Weishaupt et al. 2006)

Turbo-Spinecho-(TSE-) Sequenz = Fast-Spinecho-Sequenz

Bei dieser Sequenz handelt es sich um eine modifizierte SE-Sequenz mit mehreren 180° Impulsen pro TR.
Zwischen den einzelnen Impulsen wird der Phasengradient kurz eingeschaltet. Dies ermdglicht eine deutliche
Reduzierung der Aufnahmezeit, was eine Verminderung von Bewegungs- bzw. Atemartefakten zur Folge hat.

Diese Sequenz eignet sich vor allem fir T2-Aufnahmen. (Weishaupt et al. 2006)

3.4.1.2 DYNAMISCHE KONTRASTVERSTARKTE MRT

Kontrastmittel werden zur verbesserten Darstellung der Gewebekontraste verwendet. In der MRT kommen
verschiedene Kontrastmittel zur Anwendung. Haufig wird im klinischen Bereich Gadolinium verwendet. Da
Gadolinum selbst toxisch ist, wird es an ein Chealatmolekiil gebunden. Gadoliniumkomplexe verkiirzen
aufgrund ihrer paramagnetischen Eigenschaft die Relaxationszeit, was zu einer Signalanhebung der
umgebenden Strukturen in T1-Aufnahmen fihrt. Um es von fettreichen Strukturen zu unterscheiden, sollte
eine fettsupprimierte T1-gewichtete Aufnahme erfolgen.

Es wird in der Regel in einer Dosis von 0,05 - 0,3 mmol/kg i.v. verabreicht. Nach Injektion verteilt es sich rasch
intravasal, nach 3 bis 5 Minuten ist ein Konzentrationsausgleich zwischen GefaR- und interstitiellem Raum

erfolgt. (Kauffmann et al. 2006; Weishaupt et al. 2006)

3.4.1.3 DIFFUSIONSGEWICHTETE MRT

Die DWI beruht auf der Braun’schen Molekularbewegung der Wassermolekiile im Gewebe. Die
Eigenbewegung der Wassermolekile in flissigen Losungen wird durch die Faktoren ,Temperatur” und
,Dichte” der Losung bestimmt. In biologischen Geweben wird die freie Wasserdiffusion durch (intakte)
Zellmembranen und andere Makromolekile begrenzt (Abb. 3-4). (Laun et al. 2011)

Die Signalstarke der diffusionsgewichteten Bilder hangt von der mittleren Distanz, die die Wassermolekiile
pro Zeiteinheit zuriicklegen, ab. Der Signalverlust ist desto groRer, je weiter das Wassermolekiil vom

Ursprungsort wegdiffundiert.
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ABB. 3-4 DIFFUSION DER WASSERMOLEKULE

nach Koh und Collins (Koh und Collins 2007)

Links: eingeschrankte Diffusion: Wassermolekiile (=) bewegen sich im Extra- wie auch im
Intrazellularraum und in den BlutgefdlRen. Freie Beweglichkeit ist aber durch die hohe Zellzahl und
die intakte Zellmembran limitiert.

Rechts: freie Diffusion: geringe Zelldichte, deshalb erhdhtes extrazelluldres Volumen. Defekte
Zellmembranen erlauben eine Diffusion der Molekile zwischen Intra- und Extrazellularraum.

Diffusionsgewichtete Bilder werden meist mit einer Echoplanar-Sequenz aufgenommen. Es werden zwei
Gradientenimpulse mit gleichem Vorzeichen geschaltet, dazwischen wird ein 180°-Radiofrequenz-
Inversionsimpuls eingestrahlt.

Die Sensitivitat der Diffusion (b-Wert) beschreibt den Signalverlust des MR-Signals. Er tragt die Einheit s/mm”.
Durch Messung der Diffusion mit unterschiedlichen b-Werten bestimmt man die Diffusionskonstante, welche
oft als Apparent Diffusions Coefficient (ADC) bezeichnet wird. Der T2-Effekt, der in den Diffusionssequenzen
miterfasst wurde, wird auf diese Weise eliminiert. Der ADC-Wert wird mit der Einheit mmz/s angegeben.
Bilder, deren Graustufen den mittleren ADC-Wert der abgebildeten Voxel reprdsentieren, werden als ADC-
Maps bezeichnet.

Der ADC-Wert ermdglicht eine Aussage beziiglich der Zellularitdt in einer untersuchten Region (Sugahara et
al. 1999). Ein Tumor ist meist zellreicher als sein Ursprungsgewebe. Durch die hohe Zelldichte und den
Fibrosegehalt sind die Wassermolekiile in ihrer freien Beweglichkeit limitiert; folglich erhadlt man eine relativ
hohe Signalintensitdt und demzufolge einen niedrigeren ADC-Wert als im gesunden Gewebe (Muraoka et al.
2008). Im Gegensatz dazu ist in Zysten die Diffusion kaum eingeschrankt. Daraus resultiert ein hoherer ADC-
Wert als in malignen Lasionen mit héherer Zellularitat (Wang et al. 2011b).

Die Diffusionshildgebung ist eine wichtige Technik zur Tumoridentifizierung, Tumorcharakterisierung und
auch zur Beurteilung des Therapieansprechens (Fattahi et al. 2009; Galons et al. 1999; Koh und Collins 2007;
Muraoka et al. 2008). Eine erfolgreiche Antitumor-Therapie fiihrt zum Absterben der Tumorzellen (Apoptose

oder Nekrose). Die Folgen sind Tumorlyse, Verlust der Zellmembranintegritdit und VergroRerung des
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Extrazellularraums; demzufolge kommt es zu einem Anstieg der Wassermolekil-Bewegung mit Anstieg des

ADC-Wertes (Galons et al. 1999; Morse et al. 2007).

3.4.1.4 DATENANALYSE

Eine Segmentierung T2-gewichteter Aufnahmen ermdglicht die Unterscheidung der unterschiedlichen
Gewebe innerhalb des Tumors. Somit wird eine Differenzierung zwischen zystischen und soliden
Tumoranteilen ermdglicht. Es existieren verschiedene Verfahren zur Segmentierung von Bildern. Haufig wird
die Threshold-basierte-Segmentierung verwendet. Diese erfolgt durch manuelle oder automatisierte
Bestimmung eines Schwellenwertes (Threshold). Dabei wird u.a. das Histogramm eines Bildes zur

Bestimmung des Schwellenwertes verwendet. (Pham et al. 2000)

3.4.2 POSITRONENEMISSIONSTOMOGRAPHIE

Die PET ist ein nuklearmedizinisches Schnittbildverfahren zur Darstellung biochemischer und physiologischer
Funktionen.

Zu Beginn der PET-Untersuchung wird ein Radiopharmakon intravends appliziert. Radiopharmaka sind
Substanzen, die mit einem Radionuklid markiert sind, welches bei Zerfall ein Positron emittiert (B+—Strahlung).
Trifft ein solches Positron im Kérper auf sein Antiteilchen, ein Elektron, entstehen zwei hochenergetische
Photonen (y-Quanten) mit jeweils einer Energie von 511 keV (Vernichtungs- oder Annihilationsstrahlung). Aus
energetischen Griinden werden die beiden y-Quanten in einem Winkel von 180°, also in entgegengesetzter

Richtung, ausgesendet (Abb. 3-5). (Ziegler 1999)

Positron

(€%

Elektron

(e)

ABB. 3-5 VERNICHTUNGSSTRAHL

Beim Aufeinandertreffen eines Positrons auf ein Elektron werden zwei Photonen frei, die in
entgegengesetzte Richtungen ausgesendet werden.
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Das am haufigsten verwendete Radionuklid ist das radioaktive Isotop von Fluor 18F, weitere verwendete
Nuklide sind **C, >N oder 0. Alle genannten radioaktiven Tracer missen in einem Zyklotron hergestellt
werden. Neben diesen gibt es aber auch Isotope (GSGa, 82Rb), die in sogenannten Nuklidgeneratoren
hergestellt werden. Das Radioisotop entsteht hierbei durch Zerfall eines instabilen Mutterisotops, das sich in
dem Generator anreichert.

Zur Detektion der emittierten Photonen werden heutzutage Vollring-PET-Systeme mit mehreren Detektor-
Ringen verwendet. Die Kristalle der Detektoren bestehen z.B. aus Bismutgermanat (Bi,Ges;0;,) oder
Natiumiodid (Nal). Die Messung der emittierten Vernichtungsstrahlung erfolgt nach dem
Koinzidenzverfahren. Hierbei werden nur y-Strahlen registriert, die zum gleichen Zeitpunkt von zwei
gegenilberliegenden Detektoren erfasst werden. Dabei entsteht in den Kristallen ein Szintillationslicht,
welches auf Photomulitplier (bertragen und dort in elektrische Impulse umgewandelt wird. Mittels
mathematischer Berechnung kann der exakte Ort der Photonenentstehung ermittelt und dreidimensional
dargestellt werden. Anhand der Anzahl der empfangenen Strahlensignale kann zusatzlich die Hohe der
Stoffwechselaktivitdt bemessen werden. (Moser 2006; Ziegler 1999)

Zusatzlich wird anhand der sogenannten Transmissionsmessung die Photonenabschwachung ermittelt. Dies
wird mit einer 511 keV-Photonen emittierenden Radioaktivitatsquelle (meistens 68Ge/nga) durchgefihrt
(Herzog und Hichwa 1999). Die so gewonnenen Werte werden mit einer Leermessung (d.h. eine
Transmissionsmessung ohne Patient) verrechnet. Daraus ergibt sich dann der Schwachungsfaktor, der eine
Reduktion der Bildverzerrung und somit eine bessere regionale Quantifizierung der Tracerverteilung

ermoglicht.

TABELLE 2 VERSCHIEDENE RADIOPHARMAKA UND IHR NUKLID
Nuklid Radiopharmakon
11 ['c]-Cholin
[11C]—S—MethyI-L—Methionin

BF [*®F]-Fluor-2-Desoxy-Glucose

["®*F]-Fluoruracil

[**F]-Cholin

[*®F]-3"-deoxy-3'-Fluorothymidin
68

Ga DOTATOC

#Rb [®?Rb]-Chlorid
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4.2.1 *F-FDG

W

Die breiteste Anwendung findet derzeit ®F markierte Glukose (18F—Fluor—2—Desoxy—GIucose = 18F—FDG), zum
einen aufgrund der relativ langen HWZ des '8F von 110 min, zum anderen aufgrund des Umstandes, dass
Glukose fast jeder Korperzelle als Energielieferant dient und somit in beinahe allen Geweben den regionalen
Energiebedarf widerspiegeln kann. ®F-FDG wird wie Glukose tiber die zelluldren Glukose-Transporter in die
Zelle aufgenommen, zu Fluordeoxyglukose-6-Phosphat phosphoryliert , dann aber nicht weiter metabolisiert.
In Tumoren besteht ein erhdhter Glukosebedarf und ein gesteigerter Einbau von Glukosetransportern in die
Zellmembran. Als Malignitatsnachweis gilt eine fokal gesteigerte Traceranreicherung. Jedoch findet sich

dieser auch bei Heilungsprozessen und entziindlichen Veranderungen (Strauss 1996).

Eine semiquantitative Bestimmung der Anreicherung erfolgt mittels dem sogenannten standard uptake value
(SUV) unter Berticksichtigung der lokal gemessenen Radioaktivitdtskonzentration, der injizierten Dosis und

dem Koérpergewicht. Ein SUV von 1,0 wiirde eine Gleichverteilung des Radiopharmakons bedeuten.

Maligne Pankreasprozesse kénnen mittels ®F_FDG-PET detektiert werden. Die Sensitivitat betragt in den
meisten Studien liber 80 % und die Spezifitdt liegt meist liber 70 % (Keogan et al. 1998; Mertz et al. 2000). Es
zeigt sich ein deutlich héherer 18F-FDG-Uptake in malignen Tumoren, aber auch benigne PanIN-Lasionen
zeigen bereits einen erhéhten Uptake (Fendrich et al. 2011). Bei der Berechnung des SUV zeigen sich hohere

Werte fiir maligne (SUV = 5,1) als fiir benigne Prozesse (SUV =2,1) (Keogan et al. 1998).

3.4.2.2 ®F-FLT

Das Thymidinanalogon 3’-deoxy-3'-18F-FIuorothymidin (18F-FLT) dient insbesondere dem Nachweis hoch-
proliferativen Zellen (Buck et al. 2003; Wagner et al. 2003). BEFLT wird durch die Thymidinkinase 1 (TK1)
phosphoryliert und dadurch in der Zelle gehalten. Die TK1 Aktivitat ist wahrend der spaten G1- und- S-Phase
des Zellzykluses proliferativer Zellen maximal. (Munch-Petersen et al. 1995) Dadurch wird BEFLT vermehrt
phosphoryliert und akkumuliert in malignen Zellen. Physiologisch reichert sich BEFLT in der Leber, dem
Knochenmark und dem Harntrakt an, hingegen nicht in Gehirn, Myokard oder in der Skelettmuskulatur, wie
dies bei "®F-FDG der Fall ist. Herrmann et al. konnten zeigen, dass BE_FLT sich in malignen Pankreaslasionen
des Menschen anreichert und eine Unterscheidung zwischen benignen und malignen Ldsionen moglich ist
(Spezifitat 100 %, Sensitivitat 81 %) (Herrmann et al. 2008). Eine andere Studie zeigte einen signifikanten 8
FLT-Uptake in allen Tumoren eines Xenograft-Mausmodells des PDACs. Der 18F-FDG-Uptake der Tumoren war

in dieser Studie gering und nicht in allen Tieren nachweisbar. (von Forstner et al. 2008)
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4  MATERIAL UND METHODIK

41 TIERE

Alle tierexperimentellen Versuche wurden durch die lokale Ethikkommission bewilligt.

4.1.1  TIERART

Die C57 Black Six N Wildtyp-Mduse wurden bei Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) erworben.

Fir die Versuche der endogenen Tiermodelle wurden zusatzlich 129/SV Méuse verwendet.

4.1.2 TIERHALTUNG

Die Haltung der Tiere erfolgte in speziellen einzelbellfteten Kafigen zur Haltung von Mausen (Maxi-Meiser-
System, Thoren-Caging-System oder Tecniplast-IVC). 4 bis 6 Mause wurden dabei in einem Kéafig (Grundflache
16 x 37 cm) und bis zu 10 Mdause in einem Kafig (Grundflache 27 x 42 cm) auf entkeimtem Weichholzgranulat
gehalten. Dieses spezielle Holzgranulat dient als Einstreu bei halbowdchentlichem bis zweiwdchigem Wechsel.
Nestbaumaterial wurde als autoklavierter Zellstoff zur Verfligung gestellt.

Erndhrt wurden die Mause mit Alleinfutter-Pellets (autoklaviertes Mausefutter, Fa. Altromin Spezialfutter
GmbH & Co.KG, Lage) und Leitungswasser (autoklaviertes Trinkwasser mit zweimaligem Flaschenwechsel pro
Woche) aus Nippeltranken ad libitum.

Die R3aume sind speziell als Tierhaltungsrdume konzipiert mit personenlimitierter Zutrittskontrolle, einer
Pflege durch ausgebildete Versuchstierpfleger und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je zwolf Stunden,
einschlieflich Dammerungsphase. Die Raumtemperatur der Tierhaltungsrdaume betrug 20 bis 25 °C und die
Luftfeuchtigkeit 60 bis 70 %.

Das Hygienemanagement erfolgt gemaR den Empfehlungen der FELASA (Federation of European Laboratory
Animal Science Associations) und basiert auf der regelmaRigen Untersuchung von Sentineltieren.

Die Haltung der Tiere erfolgt in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609 festgelegten Bedingungen.

Alle Tiere erhielten Ohrmarkierungen um die Identifizierung der Tiere sicherzustellen, hierfir wurden de

Tiere in Narkose gelegt und es wurden kleine Lécher in die Ohrmuscheln gestanzt.
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4.2  ANASTHESIE

Zur Andsthesie waren zwei Verfahren im Gebrauch:

1.) Eine intramuskuldre Injektion einer vollstdndig anatgonisierbaren Kombination aus Midazolam (7,14
mg/kg), Medetomidin (0,714 mg/kg) und Fentanyl (0,07 mg/kg). Zur Antagonisierung wurde verwendet:
Atipamezol (3,57 mg/kg), Flumazenil (0,714 mg/kg) und Naloxon (DeltaSelect GmbH, Miinchen) (1,7 mg/kg).
2.) Kontinuierliche Inhalationsanasthesie mit Isofluran (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyldifluoromethylether;
Forene®, Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden). Die Narkose wurde Uber ein veterindres Anasthesie-System
(Vetland Medical Sales and Services, Louisville, KY, USA) mit 5 % Isofluran eingeleitet und mit 2 % Isofluran
aufrechterhalten.

Die Augen wurden mit Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen)
geschitzt. Wahrend der Narkose wurde die Temperatur der Mduse Gberwacht. Um eine Auskihlung wahrend
der Narkose zu vermeiden, wurden die Mduse auf eine spezielle Warmematte platziert, welche mit einem
temperaturregulierenden Wassertopf verbunden ist (Circulating Thermostat, Bruker BioSpin MRI GmbH,
Ettlingen) bzw. vier Untersuchungshandschuhe mit warmem Wasser gefiillt und neben die Maus platziert.

Zusatzlich wurde die Maus mit einer Krankenunterlage2 abgedeckt.

4.3 TUMORMODELLE

4.3.1 ENDOGENES TUMORMODELL
Es wurden vier verschiedene genetisch manipulierte endogene Mausmodelle verwendet.

Bei allen Modellen handelt es sich um Cre/lox-basierte Mausmodelle, mit pankreasspezifischer Aktivierung

des endogenen Onkogens Kras®*®. Durch Entfernung einer gefloxten Stop-Kassette wird das Kras®*® Knock-

G12D +/Cre

in-Allel aktiviert (sogenannte lox-Stop-lox (LSL) Methode). Die LSL-Kras Mause wurden mit p48

+/Cre

Mausen rekombiniert (p48 ist auch bekannt als Ptfla). Diese p48 Mause funktionieren in dhnlicher Weise

wie p48/Ptfla-Cre Mause (Kawaguchi et al. 2002). In diesen p48+/cre Mausen steht die Cre-Rekombinase unter

einem pankreasspezifischen Promotor. Durch die Kreuzung entsteht ein Mausmodell, welches das Onkogen

G12D +/Cre ,

. .. LSL-G12D
nur im Pankreas exprimiert. p48 ,Kras+/

120 hezeichnet. Um den

Kras wird fortan als Kras
konkomitierenden Effekt der Expression von Kras®*® und TGFa zu beurteilen, wurden Kras®*?® Mause mit Ela-
TGFa Méausen gekreuzt.

Daraus resultieren die in dieser Arbeit verwendeten Tumormausmodelle:

% Dabei handelt es sich um einen Einmalartikel, bestehend aus mehreren Lagen Zellstoff und einer mit einer
vollflachigen wasserundurchldssigen Folie beschichteten Riickseite.
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+/Cre +/LSL-G12D

CKT Tumormodell. p48 Mause wurden mit Kras ,TGFax Mausen gekreuzt. Daraus resultiert eine
p48+/cre; KravaSL’GlZD;Ela-TGFa Maus. Dieser Genotyp wird fortlaufend als CKT bezeichnet.
CKP Tumormodell. p48”7“® Miuse wurden mit Kras”"*"“?°:p53"" Mzusen gekreuzt. Dabei entsteht eine

+/LSL-G12D

p53+/ﬂMaus. Dieser Genotyp wird fortwdahrend als CKP bezeichnet.

+/Cre
> Kras

p48

CKTP R172H Tumormodell. p48+/Cre Méause wurden mit Kras+/LSL-G12D;TGFa;p53R172H/+ Mausen
gekreuzt. Daraus resultiert eine p48+/Cre;Kras+/LSL-G12D;TGFa;p53R172H/+ Maus. Dieser Genotyp wird
fortwdhrend als CKTP R172H bezeichnet.

+/Cre +/LSL-G12D ,

CKTP fl+/- Tumormodell. p48 Mause wurden mit Kras ,TGFa;p53+/' Mausen gekreuzt. Daraus
resultiert ein p48+/C'€Kras+/LSL'GuD;TGFa;p53+/' Genotyp. Dieser Genotyp wird fortlaufend als CKTP fl+/-

bezeichnet.

4.3.2 SUBKUTANES TUMORMODELL

4.3.2.1 TUMORZELLLINIEN

Es wurde eine murine Zelllinie aus Pankreastumoren des endogenen Mausmodells generiert. Die Zelllinien
wurden freundlicherweise von Herrn Dr. J. Siveke (2. Medizinische Klinik, Klinikum rechts der Isar, Mlinchen)
zur Verfliigung gestellt. Die Zelllinie T510481 wurde aus einer p48+/cre; Kras+/LSL'GIZD;E/a—TGFa (CKT) Maus

gewonnen.

4.3.2.1.1 ZELLKULTIVIERUNG UND -PASSAGIERUNG

Die Kultivierung der einzelnen Zelllinien erfolgte unter Standardbedingungen in einem CO,.
Begasungsbrutschrank (HERAcell®, Thermo Fisher Scientific Inc.) bei 5 % CO, angereicherter und
wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei einer Temperatur von 37°C. Alle zellbiologischen Arbeiten wurden
unter aseptischen Bedingungen unter einer sterilen Sicherheitswerkbank (HERAsafe KS 18, Thermo Fisher
Scientific Inc.) durchgefiihrt. RegelmaRig wurden die Zelllinien auf Mykoplasmen mittels PCR-Analysen

Uberprift.

Fiir die Generierung der einzelnen primaren pankreatischen Tumorzelllinien wurden drei 3 mm’ Fragmente
aus verschiedenen Tumor-Regionen mit einem Skalpell zerkleinert und dreimalig in je 10 ml Digestionspuffer

fir je 20 Minuten bei 37 °C Wasserbad verdaut. Zwischen den einzelnen Schritten wurde das verdaute
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Gewebe bei 1200 rpm (revolutions per minute; ,,Umdrehungen pro Minute”) fir je 5 Minuten zentrifugiert.
Danach wurden die noch bestehenden Zellverbdande mittels eines 100 um Siebs herausfiltriert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 10 ml Digestionspuffer und unter Zugabe von Trypsin-Inhibitor gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die Resuspension in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich) mit 10 % fetalem Kilberserum (Biochrom AG, Berlin) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (die Stammlésung enthalt 5000 Units Penicillin G/ml und 5000 pg Streptomycin/ml in
0,85 % NaCl [Invitrogen, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, Vereinigte Staaten von
Amerika]). AnschlieBend wurden die Zellen in eine Gewebe-Kulturschale transferiert. Nach 3 bis 10 Passagen
wurden die Zellen expandiert. Das Medium wurde abgesaugt, mit einer phosphatgepufferte Salzlosung
(phosphate buffered saline = PBS) gewaschen, mit 0,05 % Trypsin-EDTA (GIBCO, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) trypsiniert und in PBS zu der

gewiinschten Konzentration resuspendiert und anschlieBend in die Tiere transplantiert.

4.3.2.2 IMPLANTATION

Zur Generierung des subkutanen PDAC-Modells wurden 20 - 25 g schwere (10 - 16 Wochen alte) mannliche
Wildtyp C57/Black6-Mé&use verwendet (gekauft bei Charles River Laboratories oder geboren in unserem
Labor). Die Implantation der Tumorzellen erfolgte in speziellen, aseptischen Operationsbereichen. Die
Narkose erfolgte mittels Isofluran. Zur Einleitung wurde die Maus in eine Box mit 5 % Isofluran und 2 | O,/min
gelegt. Anschliefend wurde die Maus auf eine Warmematte platziert und die Narkose mittels Nasenkammer
mit 2 % Isofluran und 1 | O,/min aufrechterhalten. Die Augen wurden mit Augensalbe (Bepanthen® Augen-
und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) geschiitzt.

Es wurden 2 - 5x10° T510481 Tumorzellen der 13. Passage in 100 pl PBS mit einer Hamiltonspritze (705 CT
50 ul 22S, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) und 30G-Kanile (Sterican®, B. Braun Medical AG,
Emmenbricke) subkutan in die rechte und linke Flanke injiziert. Zur spateren Identifizierung der Tiere wurden
den Mausen in der selben Sitzung Ohrlécher gestanzt. AnschlieBend wurde das jeweilige Tier von der
Nasenkammer entfernt.

Zusatzlich wurde eine praemptive Analgesie mit dem Opioid Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma GmbH,
Miuinchen) (0,05 mg/kg s.c.) und dem nicht-steroidalen Analgetikum Carprofen (Rimadyl®, Pfizer Deutschland
GmbH, Berlin) (4 mg/kg s.c.) gegeben.

Die analgetische Therapie wurde am Folgetag wiederholt und bei Anzeichen von Schmerzen so lange
wiederholt bis sich die Tiere schmerzfrei zeigten.

Mit der multiparametrischen Untersuchung wurde etwa 2 bis 4 Wochen nach Implantation begonnen. Die
Tiere wurden dann etwa wdchentlich im MRT und etwa zweiwdchentlich im PET untersucht. Der Abstand

zwischen den beiden Untersuchungen betrug maximal 2 Tage.
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4.4 BILDGEBUNG

4.41 MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE

Die erste MRT-Untersuchung erfolgte in Abhéngigkeit von der vermuteten Tumorentstehung. Bei fehlendem
Tumornachweis wurde die Maus nach 4 Wochen erneut untersucht. Bei Tumornachweis wurden ein- bis

zweiwdchentliche MRT-Untersuchungen durchgefihrt.

Samtliche MRT-Untersuchungen wurden in einem klinischen 1,5T Scanner (1,5T Achieva, Philips Medical
Systems, Best, Niederlande) durchgefiihrt. Um eine hohere Auflésung der Mausanatomie zu erzielen, wurde
zusatzlich eine 47 mm MR-Oberflachenspule verwendet. Die Maus wurde in Prone-Position in den MR-

Scanner gelegt.

Zur Lageorientierung und zur weiteren Planung der folgenden Sequenzen wurde zunéachst ein Survey Scan
durchgefiihrt (TE so kurz wie moglich; TR so kurz wie méglich; a-Winkel 20°; Schichtdicke 3 mm).

Ebenfalls wurde eine T1-gewichtete schnelle Gradientenecho-Sequenz durchgefiihrt (TE = 4,6 ms; TR = 41 ms;
a-Winkel = 30°; Schichtdicke = 0,7 mm; Bildausschnitt (Field-of-view = FOV) = 0,3 x 0,2 mm? mindestens 35
Schichten; zusatzliche Fett-Suppression mittels SPIR).

Mit Hilfe einer multi-slice T2-gewichteten TSE-Sequenz (TE = 90 ms; TR > 3 s; a-Winkel = 90°; Schichtdicke =
0,7 mm; FOV =0,3 x 0,2 mmz; mindestens 35 Schichten) wurden anatomische Informationen beztglich der
Tumorlokalisation und -gréfRe gewonnen.

Anhand der aus der T2-gewichteten Aufnahme gewonnenen anatomischen Informationen wurde die
Diffusionsbildgebung (DWI-MRT) geplant. Die DWI-MRT bedient sich einer Spin-Echo-Sequenz mit drei b-
Faktoren (b20, b200, b600). Die Aufnahmen wurden mit Fettsuppression SPIR durchgefiihrt (TE = 59 ms; TR =
3000 ms; TSE-Faktor = 43; a-Winkel = 90°; Schichtdicke = 1,5 mm; FOV =0,38 x 0,71 mmz).

4.4.1.1 MRT-AUSWERTUNG
AUSWERTUNG T2-MRT

Die Auswertungen der MRT-Aufnahmen erfolgte mittels OsiriX DICOM? Viewer (Open Source Programm unter
http://www.osirix-viewer.com) beziehungsweise mittels ImageJ 64-Bit Version (Open Source Programm unter

http://rsb.info.nih.gov) und ein im Haus geschriebenes Segmentierungs-Tool.

> pDIcOM = Digital Imaging and Communications in Medicine: ist ein Standard im medizinischen
Bilddatenmanagment
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Zur genaueren Bestimmung des Tumorvolumens und zum Zweck der Unterscheidung zwischen soliden und
nicht-soliden Tumoranteilen wurde intern ein Plug-in zur Threshold-basierten Segmentierung fiir Imagel
entwickelt. DICOM-Dateien wurden aus dem PACS (Picture Archiving and Communication System =
Bildarchivierungs- und Kommunikationssystem) auf eine Workstation Ubertragen und dann in Imagel
geladen.

Die Bilder werden zunéchst in RGB (RGB steht fur Rot, Griin, Blau — diese werden bei diesem Farbmodell
additiv gemischt, d.h. eine helle Farbe entsteht durch das Mischen mehrer Farben miteinander) konvertiert.
Dichteinhomogenitaten, auch zwischen verschiedenen Akquisitionen des gleichen Objekts, werden zunachst
mit einer Histogramm-Equalisierung korrigiert, anschlieBend folgt eine Grauwert-Skalierung (Bereich: 0 —
10000). Zur Bestimmung des Thresholds, also dem Schwellenwert welcher den soliden Tumoranteil von dem
zystischen Anteil trennen soll, wurde zunachst der solide Tumoranteil visuell identifiziert. AnschlieRend
wurden 3D-ROIs in mehrere homogene, nicht-zystische TGFa-Tumoren gelegt. Anhand der Histogramme
konnten die hochsten Pixelwerte ermittelt werden und anhand der ermittelten Werte konnte ein fixer
Threshold auf einen Grauwert von 9000 festgelegt werden. Dieser Threshold wurde fortan fir die
Segmentierung aller Tumoren angewendet. Alle Tumoranteile, deren Pixelwerte oberhalb des
Schwellenwertes liegen, werden als nicht-karzinomatés (wie z.B. Nekrosen oder Zysten, die im T2-MRT-Bild
hyperintens imponieren) gewertet und alle Anteile der Pixelwerte, die unterhalb liegen, werden als solides
Tumorgewebe gewertet.

Der Tumor wird visuell in den T2-gewichteten MRT-Aufnahmen identifiziert. 2D-ROIs werden in jeder Schicht,
in welcher der Tumor identifizierbar ist, manuell gezeichnet. Das Tool errechnet aus den einzelnen ROIls und
der Angabe der PixelgroRe das Gesamtvolumen des Tumors. Die Segmentierung erfolgt automatisch anhand

des im Vorfeld eingestellten Thresholds. (Abb. 4-1)

Show in Dicom (300%)
33/57; 240x240 pixels; RGB; 13MB

ABB. 4-1 SEGMENTIERUNG IN IMAGEJ

Manuell gezeichnete region-of-interest (ROI), welche den kompletten Tumor beinhaltet. Mittels
Segmentierung erfolgt die Differenzierung zwischen den beiden Tumoranteilen. Rot = solider
Tumoranteil, = nicht-solider Tumoranteil (durch histologische Korrelationen als Zysten
identifiziert).
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Die ermittelten Tumorvolumina der einzelnen Mause wurden Uber die Zeit erfasst.

AUSWERTUNG DWI

Die Auswertungen wurden alle mit OsirX DICOM Viewer (Open Source Programm unter http://www.osirix-
viewer.com) durchgefiihrt.

Zur Generierung von ADC-Maps wurde folgende Gleichung herangezogen:

ADC = In (S2/So)/(bo/b>)

mit S() = S(bo) und S,= S(bz)
mit S(b,) = 600 s/mm? und S(bo) = 20 s/mm’

Ein b-Faktor von 20 s/mm2 (= b20) ist dabei eine eher schwache Diffusionsgewichtung, ein b-Faktor von
600 s/mm?’ (= b600) eine starke Diffusionsgewichtung.

Das Tumorareal wurde visuell erfasst und durch Korrelation mit dem passenden T2-gewichteten Bild sowie
gelegentlich mittels histologischer Korrelation bestatigt. Aufnahmen mit starken Distorsionsartefakten
wurden nicht in die Auswertung aufgenommen. In den b20- und b600-Bildern wurden in das Tumorareal 2D-

ROIs manuell gezeichnet.

4.4.2 POSITRONENEMISSIONSTOMOGRAPHIE

Sobald in der MRT-Aufnahme ein Tumor nachweisbar war, erhielten einige Méause ebenfalls eine PET-
Untersuchung. Der Abstand zwischen den PET-und MRT-Untersuchungen betrug maximal 2 Tage. Vor
Durchfiihrungsbeginn hatten die Mause 4 Stunden gefastet. Die Mduse wurden mittels inhalativem Isofluran
anasthesiert. AnschlieBend wurde ihnen ein Katheter in die Schwanzvene gelegt. 5 bis 10 MBq ¥E_FDG
beziehungsweise BEFLT wurden Gber diesen Katheter injiziert. Wahrend einer 15-minttigen (bei 18F-FLT)
bzw. 45-mindtigen (bei 18F—FDG) dauernden Anreicherungsphase wurde die Maus aus der Isofluran-Narkose
aufgeweckt und sie konnte sich innerhalb ihres Kafigs frei bewegen. Zur Versuchsdurchfiihrung wurde die
Maus erneut mit einer Isofluran-Inhalations-Narkose anasthesiert. Zur Durchfiihrung der PET-Experimente
wurde ein Kleintier PET-Scanner (INVEON dPET, Siemens Preclinical Solutions, Knoxville, TN, USA) verwendet.
Das Tier wurde in die Mitte des FOV platziert und es wurden statische Aufnahmen tber einen Zeitraum von
15 Minuten gewonnen.

Es wurden keine Korrekturen fiir Streuung oder Schwachung vorgenommen.
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4.4.2.1 PET-AUSWERTUNG

Die Analyse der gewonnenen Bilddaten erfolgte mittels INVEON Research Workplace (Siemens Preclinical
Solutions, Knoxville, TN, USA). Physiologische Traceranreicherungen wurden bei der Datenauswertung
bericksichtigt. BE_FDG reichert sich physiologisch in Gehirn, Herz, Darm, Harntrakt inklusive Blase, braunem
Fettgewebe sowie der Leber an. BE_FLT reichert sich physiologisch Im Knochenmark, in der Gallenblase, dem
Harntrakt inklusive Blase sowie der Leber an. Durch Fusionierung mit einem anatomischen T2-gewichteten
MRT-Scan konnte die genaue Platzierung einer manuell gezeichneten dreidimensionalen ROI des soliden
Tumors ermoglicht werden. Zusatzlich wurde eine zweidimensionale Referenz-ROl in die Spinalmuskulatur
gezeichnet.

Durch einen automatisierten Threshold-Prozess werden in der manuell gezeichneten ROI die 50 % der
Pixelwerte identifiziert, welche die hochsten Signalintensitat besitzen (sog.: Isocontour 50). Daraus werden
die Mean-Werte berechnet. Die daraus resultierenden Mean-Werte der ROIS wurden in SUV-Werte
umgewandelt. Dabei wurden Kalibrierungsfaktoren, das Gewicht der Maus sowie die injizierte Dosis
bericksichtigt.

Dabei gilt folgende Formel:

Mean-Wert x 220527000

203961000
SUV-Wert = x Gewicht (in g)
injizierte Dosis x 37000000

AnschlieBend wurde die Tumor-zu-Muskel Ratio (T/M-Ratio) aus dem SUV-Wert berechnet.

Dabei gilt:

SUV (Tumor)

T/M-Ratio =
SUV (Spinalmuskel)

4.5 ANATOMISCH-HISTOLOGISCHE AUFARBEITUNG

4.5.1 PRAPARATION UND FIXIERUNG DER GEWEBEPROBEN

Die fur die histologische Aufarbeitung bestimmten Proben wurden in 4%-iger Paraformaldehyd
(Paraformaldehyd = PFA, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) fixiert.

Alle histologischen Schnitte wurden mit den T2-gewichteten Aufnahmen korreliert.
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4.5.2 HAMATOXYLIN-EOSIN-FARBUNG

Direkt nach der Tétung wurden alle inneren Organe entnommen und fiir 24 bis 48 Stunden in 4% PFA/PBS
Losung bei 4 °C gelagert. AnschlieRend erfolgte eine Dehydratation unter Standardbedingungen und eine
Einbettung in Paraffin. Serielle Schnitte wurden alle 500 um angefertigt, rehydriert und mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt. Die HE-Farbung an Paraffinschnitten zur histologischen Beurteilung wurde nach dem

folgenden Standardprotokoll durchgefiihrt:

1. Xylol 2 Min. - zweimal
. 100 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) 1 Min.
.96 % Ethanol 1 Min.
. 70 % Ethanol 1 Min.

. entsalztes Wasser 30 s

2

3

4

5

6. Mayer’s Hamatoxylin 7,5 Min.

7. Waschen mit Leitungswasser 10 Min.
8. 0,33 % Alkoholische Eosinldsung (Stamml&sung 1,7 % 1:5 mit 96 % Ethanol) 5 Min.
9.96 % Ethanol 25 s

10. Isopropanol 25 s

11. Xylol 1,5 Min.

Die histologischen Prdparate wurden mit den T2-MRT-Aufnahmen korreliert, um die Prazision der MRT-
Aufnahmen zu (berprifen und die exakte Tumorlokalisation fiir weitere histologische Analysen zu

bestimmen.

4.5.3 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN

Fur die immunhistochemische Farbung wurde das Gewebe direkt nach der Euthanasie in 4 % PFA/PBS-L6sung
fir 24 bis 48 Stunden bei 4 °C fixiert. AnschlieRend wurde das Gewebe unter Standardbedingungen
entwassert und in Paraffin eingebettet.

Serielle Schnitte mit einer Dicke von 3 um wurden alle 500 pm gewonnen und weiteren histologischen

Analysen zugefihrt.

4.5.3.1 5-BROM-2-DESOXYURIDIN-FARBUNG

Fiir die Proliferationsanalyse wurde eine immunhistochemische Farbung mit 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU)
durchgefiihrt. Hierfir wurden Antikdrper (Spezies: Ratte) mit einer Verdlinnung von 1:250 verwendet
(Serotec, Oxford, GroRbritannien). Es wurden den M&usen 100 mg/kg BrdU (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen) 2 Stunden vor der Euthanasie i.p. injiziert.
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Serielle Schnitte wurden alle 500 um angefertigt, drei Paraffinschnitte pro Maus wurden mit anti-BrdU-
Antikorper gefarbt. BrdU-positive Zellkerne konnten durch den inkorporierten roten Farbstoff detektiert

werden.

4.5.3.2 CYTOKERATIN 19-FARBUNG

Es wurde eine immunhistochemische Farbung mit Cytokeratin 19 (CK19) durchgefiihrt. Dafliir wurden CK19-

Antikorper der Spezies Ratte verwendet. Die Verdiinnung betrug 1:200. (DSHB, lowa, USA).

4.5.4 HISTOLOGISCHE AUSWERTUNG

Die histologischen Schnitte wurden mit dem Axio Imager.A2 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena)
betrachtet. Mittels AxioVision Software (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen) konnten Uber die
Mikroskopkamera Bilder der mikroskopischen Schnitte gewonnen werden.

Die Bearbeitung und Zusammenfiigung der Bilder erfolgte mit Photoshop Elements 9 (Adobe Systems
Incorporated, San José, CA, USA).

Die Beurteilung der histologischen Schnitte wurde freundlicherweise unterstltzt durch Herrn PD Dr. J. Siveke;
er analysierte die Zelldichte der histologischen Schnitte und teilte diese prozentual ein (in Zehnerschritten).

Diese wurde bei der Korrelation der ADC-Werte mit der histologischen Zelldichte verwendet.

4.6 CHEMOTHERAPEUTIKUM

Die Therapieversuche wurden mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin (Gemcitabinhydrochlorid,
Gemzar®, Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg) 120 mg/kg in 500 pl 0,9 % NaCl zweimal wéchentlich i.p.
durchgefihrt.

Fir die Therapiestudie wurden nur Mause eingeschlossen, die in der MRT-Untersuchung eine TumorgrofRe
von mindestens 5 mm?’ zeigten.

Die Kontrollgruppe erhielt Injektionen mit 0,9 % NacCl.

4.7  SOFTWARE

Die in dieser Arbeit selbst erstellten Graphiken und Tabellen wurden in Microsoft Excel 2008 fur Mac
(Microsoft Corperation, Redmond, WA, USA), Microsoft Power Point 2008 fiir Mac (Microsoft Corperation,

Redmond, WA, USA), sowie Prism 5.0a fiir Mac OS X (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) erstellt.
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4.8 STATISTISCHE BERECHNUNG

Zur statistischen Auswertung wurde Prism 5.0a fiir Mac OS X (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)

verwendet.

Zur Uberpriifung der Signifikanz zweier verbundener Merkmale wurde der nichtparametrische Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test verwendet. Bei diesem Test ist der Median-Wert entscheidend und nicht die Verteilung
der Merkmale. Im zweiseitigen Test gilt ein Signifikanzniveau von a =5 %. Ein P-Wert (p) < 0,05 wird somit als
statistisch signifikant angesehen.

Zur Uberpriifung der Signifikanz bei mehr als zwei Merkmalen wurde der Kruskal-Wallis-Test herangezogen.

Auch hier gilt ein Signifikanzniveau von a = 5 %. Ein P-Wert (p) < 0,05 gilt somit als statistisch signifikant.

Um den Zusammenhang zweier Zufallsvariablen zu bestimmen wurde eine lineare Regressionsanalyse
durchgefiihrt. Die Glte der Regression wurde durch Berechnung des Bestimmtheitsmales r’ bestimmt. Ein
r’= 0 bedeutet keinen Zusammenhang, je ndher r?an 1 liegt, desto hoher die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen besteht. Zusatzlich wurde ein t-Test durchgefiihrt und ein p

< 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
Die Berechnung der Uberlebenskurven erfolgte nach Kaplan-Maier.

Zum Vergleich mehrerer Merkmale wurden jeweils der Mittelwert (Mean) und die Standardabweichung (SD)

berechnet und zum Teil graphisch dargestellt.

4.9 DISCLOSURE

Diese Arbeit wurde in der Studiengruppe um Herrn PD Dr. R. Braren durchgefiihrt. Aufgrund des grofRen
Umfanges an untersuchten Tieren wurden im weiteren Verlauf durch Frau Dr. |. Heid und Frau Dr. M.
Trajkovic-Arsic ebenfalls MRT-Daten akquiriert und ausgewertet. Die in dieser Arbeit dargestellten Daten
wurden jedoch nur von der Verfasserin personlich ausgewertet.

Des Weiteren wurden die histologischen Praparate auch durch Frau Dr. |. Heid angefertigt. Die Auswertung
der histologischen Praparate wurde durch Herrn PD Dr. J. Siveke unterstitzt.

Die tierdrztliche Betreuung u.a. zur Sedierung, Analgesie und Euthanisierung der Tiere wurde durch Frau Dr.

Y. Kosanke unterstitzt.
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5  ERGEBNISSE

5.1 MRT UND HISTOLOGISCHE KORRELATION

Zur Erzielung einer moglichst hohen Ortsauflésung der MRT Aufnahmen wurde eine spezielle Konstruktion fiir
die Platzierung der Spule und der Maus entwickelt. Um Artefakte durch Bewegungen zu vermeiden wurde die
Konstruktion auf eine schaumstoffhaltige Matte gesetzt. Die Konstruktion bestehend aus einer kleinen Box und
der Spule sowie der Warmematte bzw. einem Stlick Karton auf der Spule (damit die Maus wahrend der
Untersuchung nicht in die Spule durchhdngt, sondern gerade liegt und die spatere Fusion mit den PET-
Aufnahmen erleichtert wird). Diese Konstruktion wurde dann mit Tapeband an der Patientenliege fixiert. Die
Maus wurde mittig und gerade auf der Spule platziert und am Schwanz ebenfalls mit einem kleinen Stiick

Tapeband fixiert.

Da insbesondere die inhomogenen Tumore des endogenen PDACs die Volumenauswertung im T2-Bild
erschwerten wurde in einem zweiten Durchgang alle T2-MRT Volumina erneut in Imagel gezeichnet und mit
einem zuvor im Rahmen dieser Dissertation erarbeiteten Segmentierungstool (siehe Material und Methoden)
segmentiert um eine Unterscheidung von zystischen und soliden Tumoren zu ermdglichen und eine genauere

. . 4
Analyse des Tumorverlaufs zu ermdoglichen.

5.1.1  SUBKUTANES TUMORMODELL

Es wurden 10 Tiere untersucht. Es wurden jeweils in die linke und in die rechte Flanke Tumorzellen subkutan
implantiert. Bei 4 Tieren wurden in die rechte Flanke 2 x 10° Tumorzellen (n =4) und in die linke Flanke 5 x 10°
Tumorzellen (n = 4) implantiert. Bei 6 Tieren wurden in beide Flanken 3 x 10° Tumorzellen implantiert, in dieser
Kohorte musste ein Tier ausgeschlossen werden, da keine Endpunktmessung durchgefiihrt wurde, somit
konnten in dieser Gruppe 5 Tiere und 10 Tumoren longitudinal beurteilt werden (n = 10).

Alle 10 Tiere entwickelten jeweils an der linken und an der rechten Flanke einen Tumor. Die aus dem
subkutanen Tiermodell hervorgegangenen Tumoren konnten alle mittels T2-gewichteter MRT leicht

identifiziert werden.

* Die Daten der ersten Volumenauswertung in OsirX werden in dieser Arbeit nicht dargestellt. Die
Volumenangaben in dieser Dissertation beziehen sich nur auf die Daten der in ImageJ ermittelten Volumina.
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Der erste Scan erfolgte 7 bis 10 Tage nach Implantation der Tumorzellen. In allen 10 Tieren konnten bereits in
der ersten MRT-Aufnahme Tumormassen an beiden Flanken nachgewiesen werden. Diese imponierten als
rundliche, homogene, im T2-MRT als hypointense, Strukturen. Die Tumoren dieses Tiermodells konnten
aufgrund ihrer Lokalisation leicht identifiziert und von Umgebungsstrukturen abgegrenzt werden. Im Verlauf
waren die Tumoren rasch gréRBenprogredient und entwickelten in der Regel bildmorphologisch ein
hyperintenses Tumorzentrum. Diese hyperintensen Areale wurden bildmorphologisch am ehesten als zystische

Nekrosen gesehen (Abb. 5-1).

Hyperintenses

Tumorareal Hyperintenses

Tumorareal

Hypointenses
Tumorareal

Hypointenses
Tumorareal

Muskulatur

ABB. 5-1 T2-MRT EINER SC-MAUS (#43)

An der linken und rechten Flanke erkennt man jeweils einen hypointensen Tumor. Mittig befindet sich
je ein hyperintenses Areal, das bildmorphologisch am ehesten mit nekotischem Gewebe zu
vereinbaren ist.

Das Volumen der Tumoren, das anhand T2-gewichteter MRT-Aufnahmen bestimmt wurde, zeigt einen relativ

kontinuierlichen und homogenen Anstieg Giber den Beobachtungszeitraum. (Abb. 5-2)
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ABB. 5-2 SC-MAUSMODELL: VERLAUF SOLIDES TUMORVOLUMEN

Das Diagramm zeigt den Verlauf des soliden Tumoranteils in mm? nach der Tumorzellimplantation.
Man sieht einen exponentiellen Verlauf Gber die Zeit. Rote Linien 5 x 10° Tumorzellen, blaue Linie 3 x
10° Tumorzellen, schwarze Linien 2 x 10° Tumorzellen.

9 Tiere mit 18 Tumoren (n = 18) wurden in der Berechnung der Endvolumina berlcksichtigt. Das solide
Tumorendvolumen variierte zwischen 78,6 mm? und 570,1 mm3(Mean: 302,7 mm3; SD: 147,1). Der nicht-solide
Tumoranteil variierte zwischen 0,1 bis 33,2 % (Mean: 7,7 %; SD: 8,7). (Abb. 5-3)

In der Gruppe der mit 2 x 10° Zellen implantierten Tiere, variierte das solide Tumorvolumen zwischen 78,6 und
423,3 mm?® (Mean 240,5 mm3; SD: 135,3). In der Gruppe der mit 3 x 10° Zellen implantierten Tumor variierte
das solide Volumen zwischen 172,5 und 570,1 mm? (Mean: 352,5 mm3; SD: 142,9). In der Gruppe der mit
5x10° implantierten Tumoren variierte das solide Tumorvolumen zwischen 119,5 und 414,5 mm?> (Mean:
252,0 mm?; SD: 130,5). (Abb. 5-3)

Der Unterschied der 3 Gruppen hinsichtlich ihrer soliden Endvolumina ist nicht signifikant p = 0,3133.

Der nicht-solide Tumoranteil betrug in der Gruppe, der mit 2 x 10° implantierten Tiere 0,1 und 4,7 % (Mean
1,5%; SD: 2,2). In der Gruppe der mit 3 x 10° implantierten Tiere variierte das nicht-solide Endvolumen
zwischen 2,3 und 33,2 % (Mean: 12,5 %; SD: 9,0). In der Gruppe der mit 5 x 10° implantierten Tumoren variierte
das nicht-solide Endvolumen zwischen 0,1 und 3,3 % (Mean: 1,7 %; SD: 1,7). (Abb. 5-3)

Das nicht-solide Endvolumen variierte signifikant (p = 0,005), jedoch zeigte die Gruppe der mit 3 x 10° Zellen

implantierten Tumoren den gréBten nicht-soliden Anteil.
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ABB. 5-3 SC-MAUSMODELL: ENDPUNKT-MRT - SOLIDES UND NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN

Es werden jeweils die Tumoren mit unterschiedlicher Anzahl der implantierten Tumorzellen

gegenibergestellt.

Links: Solides Tumorvolumen in mm?in der Endpunkt-MRT. Die Volumina variieren zwischen 78,6 mm’
und 570,1 mm?(Mean: 302,7 mm?>; SD: 147,1). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
soliden Tumorvolumina innerhalb der 3 Gruppen.

Rechts: Relativer Anteil des zystischen Tumors in %. Der nicht-solide Anteil variiert zwischen 0,1 und
33,2 % (Mean: 7,7 %; SD: 8,7). Die Gruppe der mit 3x10° Zellen implantierten Tumoren zeigt den
gréRten Anteil nicht-soliden Tumorvolumens.

5.1.1.1

Eine HE-Farbung wurde durchgefiihrt um Aussagen beziiglich Tumorzellmenge, Differenzierungsgrad, Stroma,
Ducti, etc. zu gewinnen. Alle Tumoren wurden histologisch aufgearbeitet und eine HE-Farbung durchgefiihrt. In
der mikroskopischen Betrachtung der Tumoren bestdtigte sich die Annahme der
Homogenitat des subkutanen Tumormodells. Die Tumoren zeigen eine hohe Zellularitat mit wenig Stroma. Die

Tumoren weisen keine Zysten auf. (Abb. 5-4, Abb. 5-5)

Die in der T2-MRT abgrenzbaren hyperintensen Areale konnten alle histologisch als Nekrosen gesichert

HISTOLOGISCHE KORRELATION

werden. Diese Nekrosen befinden sich meist zentral im Tumor. (Abb. 5-4, Abb. 5-5)
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ABB. 5-4 HISTOLOGIE UND T2-MRT EINER SC-MAUS (#40)

A = HE gefarbtes Préaparat, B = korrelierte T2-Aufnahme.

In der T2-Aufnahme erkennt man zentral ein hyperintenses Areal, dies entspricht dem in der HE-
Farbung weniger stark gefarbten Bereich einer Nekrose. Lateral erkennt man in der T2W ein
hypointenses keilartiges Areal, histologisch entspricht dieses Areal narbigem Gewebe.

1000 pm

ABB. 5-5 HISTOLOGIE UND T2-MRT EINER SC-MAUS (#1)

A = T2-Aufnahme, B = HE geférbtes Praparat.
Der Tumor erscheint in der T2-Aufnahme, wie auch in der histologischen Betrachtung sehr homogen.

Man erkennt perizentral zwei Areale die sich in der T2-Aufnahme hyperintens zeigen, diese korrelieren
mit den histologisch nachgewiesenen Nekrosen.
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5.1.2 ERGEBNISSE DER ENDOGENEN TUMORMODELLE

Auch in den endogenen Tumormodellen entwickelten alle Tiere einen Tumor. Die Penetranz betrug folglich fir
alle Genotypen 100 %. Es wurden insgesamt 37 Tiere untersucht. In der Gruppe CKT wurden 15 Tiere, in der
CKP Gruppe 11 Tiere, 2 Tiere in der CKTP fl+/- Gruppe und in der CKTP R172H Gruppe wurden 10 Tiere

untersucht.

5.1.2.1 CKT

Ab einem Alter von 1 - 3 Monaten wurden die Mduse mit einer multimodalen Bildgebung untersucht. Zu
diesem Zeitpunkt hatten die Tiere bereits einen mittels MRT nachweisbaren Tumor. Das Pankreas erschien
stark verandert. Die Tumoren zeigten zystische und solide Anteile. Die soliden Tumoren konnten zum Teil nur
schwer im T2-gewichteten MRT identifiziert und abgegrenzt werden. Sie stellten sich hyperintenser als das
gesunde Umgebungsgewebe dar. Zusatzlich konnten Areale identifiziert werden, die sich relativ hypointenser
als das Tumorgewebe darstellten. Durch histologische Korrelationen konnten diese Areale als praneoplastische
IPMN-L3sionen identifiziert werden. Die MRT ermdéglicht also eine Unterscheidung zwischen hyperintensen,

soliden Tumoren und hypointenseren, praneoplastischen Geweben (Abb. 5-9).

Insgesamt wurden 15 Tiere untersucht. Jedoch konnte nur von 14 Tieren das Volumen im Verlauf beobachtet
werden, da bei einem Tier die MRT-Aufnahme auf Tumorhdhe abgeschnitten wurde und dadurch keine genaue
Aussage bezlglich des Volumens gemacht werden konnte. Die Gruppe zeigt sich sehr heterogen im Verlauf der
Tumorvolumina. Der Zeitpunkt der Tumorentstehung war interindividuell sehr variabel. Die mittels T2W-MRT
ermittelten Tumorvolumina wiesen eine deutliche interindividuelle Schwankung auf. Im Vergleich zu den
anderen endogenen Tumormodellen war die Wachstumskinetik im CKT Modell geringer. Die Karzinome der
CKT-Md&use wiesen das gréRte Volumen in den untersuchten endogenen Tumormodellen auf. Das Endvolumen
variierte zwischen 366,0 mm? und 3692 mm? deutlich (Mean: 1833 mma; SD: 1098) (Abb. 5-6). Die Tumoren der
CKT Mause wiesen mehr und groRRere Zysten auf, als die anderen endogenen Tumoren. Der zystische Anteil
nahm mit der Zeit zu. Innerhalb der Gruppe war der nicht-solide Anteil relativ homogen und variierte von 27,6

bis 39,9 % im Endpunkt-MRT (Mean: 34,1 %; SD: 4,3). (Abb. 5-7)
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ABB. 5-6 CKT MODELL: VERLAUF SOLIDES TUMORVOLUMEN

Die soliden Tumorvolumina steigen relativ homogen Uber die Zeit an.
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ABB. 5-7 CKT MODELL: VERLAUF NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN

Das absolute nicht-solide Volumen steigt im Verlauf meist an.

In einem fortgeschrittenen Tumorstadium traten bei einer Maus Aszites und bei einer anderen Maus
Pleuraerglisse auf. Bei einem Tier trat ein Harnstau mit Nierenbeckenerweiterung auf. Des Weiteren traten
Metastasen in Leber und Lunge auf. Es wurden bei fiinf Tieren Lungenmetastasen, bei einem Tier wurden
Lebermetastasen identifiziert. Bei einem Tier kam es zur Infiltration der Milz.

Die M&use des CKT-Modells zeigten das lingste Uberleben. Die mediane Uberlebensdauer lag bei 245 Tagen
(Abb. 5-22).
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5.1.2.1.1 HISTOLOGISCHE KORRELATION

In der histologischen Untersuchung zeigten sich invasive PDACs mit zystischen und duktalen Ldsionen. Die
Karzinome waren schlecht bis maRig differenziert (G3 bis G2). Es zeigte sich eine mittelgradige desmoplastische
Stromakomponente. Es konnten sowohl PanIN-1A- und PanIN-2-Lasionen sowie vereinzelt PanIN3-Ladsionen
nachgewiesen werden, aber auch zystisch-papillare Lasionen, die den humanen IPMNs dhneln. Histologisch
lieRen sich die in der T2-Bildgebung abgrenzbaren IPMN-Lasionen bestadtigen. Es zeigten sich viele Zysten

unterschiedlicher GroRe.

1000 pm

ABB. 5-8 HE-PRAPARAT EINER CKT-MAUS

Das HE-Praparat zeigt einen soliden Tumor einer CKT-Maus mit multiplen Zysten unterschiedlicher
GroRe.
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solider Tumor «/

ABB. 5-9 HE-PRAPARAT EINER CKT-MAUS MIT AUSSCHITTSVERGRORERUNG

PDAC mit soliden Tumoranteilen, einer groflen Zyste und IPMN-Vorlauferldasionen. In der
AusschnittsvergroBerung erkennt man IPMN.

Eine Maus entwickelte zusatzlich einen sarkomatoiden, anaplastischen Tumoranteil. Dieser Tumor zeigte eine

hohe Zelldichte und keine Stromakomponente.

Auch histologisch konnten die bildmorphologisch entdeckten Metastasen vor allem in der Leber, der Lunge und
der Milz nachgewiesen werden. Auch eine Beteiligung des Bauchfells im Sinne einer Peritonealkarzinose konnte

in einigen Fallen gesehen werden.

5.1.2.2 CKP

Es wurden 11 Tiere untersucht. Die Tumoren des CKP-Mausmodells entwickelten erst mit der Zeit
bildmorphologisch solide Tumoranteile. Meist begann das Karzinom zentral im Pankreaskopf zu wachsen. Der
Beginn des Tumorwachstums war relativ spdt, sodann zeigte sich aber ein rascher Verlauf mit schneller
Zunahme des soliden Tumorvolumens. Das Endvolumen der CKP Tumore schwankte zwischen 213,6 mm? und
1132 mm’ (Mean: 540,0 mm3; SD: 358,3). (Abb. 5-10, Abb. 5-20). Im Vergleich zu dem raschen Anstieg des
soliden Tumoranteils zeigte der nicht-solide Anteil keine wesentliche Zunahme. Nur in einem Fall nahm der
nicht-solide Anteil deutlich Giber die Zeit zu. Ansonsten zeigte er einen heterogenen Verlauf lGber die Zeit, mit
inter- und intraindividuellen Schwankungen. Der nicht-solide Anteil war in den fortgeschrittenen Tumorstadien
im Vergleich zu den anderen endogenen Modellen am geringsten. In der Endpunkt-MRT variierte der Anteil

zwischen 2,2 und 26,50 % (Mean: 9,2 %; SD: 6,7). (Abb. 5-11, Abb. 5-21)
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ABB. 5-10 CKP MODELL: VERLAUF SOLIDES TUMORVOLUMEN

Relativ spater Beginn der Tumorentwicklung, dann aber rasche Zunahme des soliden Tumorvolumens.
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ABB. 5-11 CKP MODELL: VERLAUF NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN

Deutliche inter- und intraindividuelle Schwankungen des nicht-soliden Anteils Gber die Zeit. Insgesamt
aber geringster Anteil an nicht-soliden Strukturen innerhalb der endogenen Tumormodelle.

In einem spateren Tumorstadium traten bei drei Mausen Aszites und bei einer Maus eine Paralyse auf. Es
wurden in den anatomischen MRT-Aufnahmen keine Metastasen identifiziert.

Die mediane Uberlebensdauer betrug 172,5 Tage (Abb. 5-22).
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5.1.2.2.1 HISTOLOGISCHE KORRELATION

Alle Tumorknoten konnten auch histologisch gesichert werden.
Die Tumoren imponierten histologisch vor allem als schlecht differenzierte G2 bis G3 Adenokarzinome mit
einer mittlere bis geringe Desmoplasie. Der Anteil an zystischen Strukturen war geringer als in den anderen

Tumormodellen.

ABB. 5-12 HE-PRAPARAT EINER CKP-MAUS

Solider Tumor mit nur wenigen kleinen Zysten.

Auch in der makroskopischen Betrachtung konnten in den untersuchten Tieren keine Metastasen gefunden

werden.

5.1.2.3 CKTP Ri72H

In dieser Gruppe wurden 10 Tiere untersucht (n = 10). CKTP R172H zeigten einen deutlich friiheren Beginn der
Tumorentstehung (<30 Tage nach Geburt) als die anderen Tumormodelle. Die CKTP R172H Méuse zeigten ein
Endvolumen zwischen 365,1 mm? und 1116 mm’® (Mean: 687,8 mm3; SD: 265,1) und lagen damit deutlich unter
dem Endvolumen der CKTP fl +/- M&use. (Abb. 5-13, Abb. 5-20). Der nicht-solide Anteil in diesem Tumormodell

zeigte sich relativ variabel zwischen 4,4 und 43,7 % (Mean: 27,1 %; SD:11,9). (Abb. 5-14, Abb. 5-21).
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ABB. 5-13 CKTP R172H MODELL: VERLAUF SOLIDES TUMORVOLUMEN

Friiher Beginn der Tumorgenese mit geringen Endvolumina.
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ABB. 5-14 CKTP R172H MODELL: VERLAUF NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN

Variabler Verlauf des absoluten nicht-soliden Volumens mit deutlichen inter- wie auch
intraindividuellen Schwankungen.

Im weiteren Verlauf entwickelte eine Maus eine Tumorkachexie und eine andere Maus eine Paralyse. In den
MRT-Aufnahmen konnten keine Metastasen identifiziert werden.

Die mediane Uberlebenszeit war mit 102 Tagen die kiirzeste unteren den eingesetzten Modellen (Abb. 5-22).
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5.1.2.3.1 HISTOLOGISCHE KORRELATION

In der histologischen Untersuchung fand man invasive PDACs. Die Tumoren waren zystisch durchsetzt, wie dies
auch bei den anderen TGFa-basierten Tumormodellen der Fall war. Es konnten PanIN Vorlauferlasionen sowie
IPMN-Lasionen nachgewiesen werden. Die Tumoren waren fibrotisch und sehr zellreich. Die Karzinome waren

maRig bis schlecht differenziert (G2 bis G3).

ABB. 5-15 HE-PRAPARAT EINER CKTP R172H-MAUS

Solider Tumor mit zystischen Anteilen.

ABB. 5-16 HE-PRAPARAT EINER CKTP R172H-MAUS MIT AUSSCHNITTSVERGRORERUNG

Solider Tumor mit einer groRen Nekrose. Die AusschnittsvergrofRerung zeigt die Nekrose.
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5.1.2.4 CKTP FL+/-

Es wurden 2 Tieren untersucht. In der T2-Aufnahme zeigte sich zundchst ein Befall des zentralen
Pankreaskopfes. Im weiteren Verlauf breitete sich der Tumor weiter aus und gewann schnell an GroRe.

Das Endvolumen der CKTP fl+/- M&use variierte zwischen 1234 mm? und 1251 mm® (Mean: 1242 mm3; SD:
11,8) und lag damit hoher als bei den CKTP R172H Tieren. (Abb. 5-17, Abb. 5-20)

Der nicht-solide Anteil war mit 23,3 bis 24,8 % (Mean 24,05 %; SD: 1,1) relativ hoch. (Abb. 5-18, Abb. 5-21)
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ABB. 5-17 CKTP FL+/- MODELL: VERLAUF SOLIDES TUMORVOLUMEN

Das solide Tumorvolumen steigt lGber die Zeit an.
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ABB. 5-18 CKTP FL+/- MODELL: VERLAUF NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN

Das nicht-solide Tumorvolumen nimmt Gber die Zeit etwas zu.

In den beiden untersuchten M&usen wurden in den MRT-Aufnahmen keine Metastasen gesehen.

CKTP fl+/- zeigten ein etwas langeres Uberleben als CKTP R172H M&use mit 170 Tagen (Abb. 5-22).
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5.1.2.4.1 HISTOLOGISCHE KORRELATION

Die Tumore der MRT-Untersuchungen wurden alle histologisch korreliert und bestatigt.

Wie die anderen TGFa Tiere, waren auch die Tumoren der CKTP fl+/- M&duse von multiplen Zysten durchsetzt
und wiesen zahlreiche IPMN-Lasionen auf. Wie die anderen TGFa-basierten Modelle entwickelten auch diese
ein makig bis schlecht differenziertes Adenokarzinom (G2 bis G3) mit einer mittelgradigen

Desmoplasiekomponente.

1000 pm
ekt

ABB. 5-19 HE-PRAPARAT EINER CKTP FL+/- MAUS
Das HE-Praparat zeigt einen relativ soliden Tumor.

In den beiden untersuchten Tieren konnten histologisch keine Metastasen identifiziert werden.

5.1.2.5 VERGLEICH DER ENDOGENEN MODELLE

Das CKT-Modell brachte die grofRten soliden Tumore hervor, doch war die Streubreite innerhalb dieser Gruppe
sehr groR. Die soliden Tumoren des CKP- und CKTP R172H-Modells waren etwa gleich groR mit einer
geringeren Streuung als dies bei den CKT-Tieren der Fall war. Die solide TumorgroRe des CKTP fl+/- Modells lag
zwischen denen des CKT- und denen des CKP- bzw. CKTP R172H-Modells. Jedoch umfasste die Gruppe der CKT
fl+/- Mé&use lediglich 2 Tiere und die Volumina sind somit nicht reprdsentativ. (Abb. 5-20)

Bei prozentualer Betrachtung des nicht-soliden Anteils erkannte man die groRe interindividuelle Schwankung
innerhalb des CKTP R172H+ Modells. Die Tiere des CKT-Modells wiesen durchschnittlich den groften nicht-
soliden Anteil auf. Die Tiere des CKP-Modells wiesen deutlich weniger Zysten auf als die Maduse der anderen

Tumormodelle — mit einer Ausnahme. Das CKTP fl+/- Modell umfasste nur zwei Tiere, soweit bei dieser
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geringen Anzahl beurteilbar, war der nicht-solide Tumoranteil in etwa so hoch wie beim CKTP R172H+ Modell.

(Abb. 5-21)
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ABB. 5-20 VERGLEICH SOLIDES ENDVOLUMEN DER ENDOGENEN TUMORMODELLE

Die Abbildung zeigt, dass das CKT Tumormodell die gréRten Tumoren hervorbringt, diese aber die
groRten interindividuellen Schwankungen aufweisen. Die anderen Tumormodelle sind homogener in
ihrem soliden Endvolumen, zudem zeigen die soliden Tumore der anderen Tumormodelle ein
geringeres Endvolumen.
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ABB. 5-21 VERGLEICH NICHT-SOLIDER ANTEIL AM ENDVOLUMEN DER ENDOGENEN TUMORMODELLE

Die Abbildung zeigt den relativen nicht-soliden Anteil am Endvolumen in %. Das CKP Modell weist den

geringsten nicht-soliden Anteil auf. Das CKT Modell zeigt den groRten Anteil nicht-solider Strukturen

am Gesamttumor. Das CKTP R172H + Modell weist die groRte interindividuelle Schwankung auf.
Heterogen zeigten sich die Tumormodelle auch hinsichtlich ihres medianen Uberlebens (Abb. 5-22). Die mediane
Uberlebensdauer war mit 245 Tagen am liangsten bei den Tieren des CKT Modells. Dieses Tumormodell wies

auch das grofRte Tumorvolumen auf.
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Bei den CKTP R172H + Maéusen betrug das mediane Uberleben nur 102 Tage und somit die kiirzeste
Uberlebensdauer aller untersuchten Tumormodelle. Die mediane Uberlebensdauer war bei den CKTP fl+/-
Mausen mit 170 Tage im mittleren Bereich, jedoch aufgrund der geringen Fallzahl nicht aussagekraftig.

Das Tumorwachstum began bei den CKP-Mausen spat, der Tumor wuchs jedoch rasch. Das mediane

Uberlebern war mit 172,5 Tagen im mittleren Bereich.
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ABB. 5-22 UBERLEBENSKURVEN DER ENDOGENEN TUMORMODELLE

Die Uberlebenskurve nach Kaplan-Maier zeigt, dass die CKT Mause am langsten Uberleben und die
CKTP R172H Md&use am kirzesten.

5.2 DWI-MRT

5.2.1 SUBKUTANES TUMORMODELL

Bei subkutanen Tumoren gibt es im Bereich der Tumoren Gewebe-Luft-Uberginge, diese filhren in der
Diffusionsbildgebung zu staken Suszeptibilitatsartefakten. Die gewonnenen Werte waren daher nicht

verwertbar und werden deshalb nicht dargestellt.

5.2.2 ENDOGENE TUMORMODELLE

Die Tumoren der endogenen Mausmodelle konnten mittels DWI-Bildgebung erfasst werden. Anhand der
Korrelation der b20-, b200- und b600-Aufnahmen mit dem T2-MRT-Bild und ggf. unter Zuhilfenahme der
histologischen Schnitte konnte der solide Tumoranteil identifiziert werden (Abb. 5-23). Zur Berechnung der ADC-

Werte wurden die b20- und b600-Aufnahmen herangezogen.
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ABB. 5-23 T2-, B20-, B600-BILDER EINER ENDOGENEN MAUS

(A) T2-Aufnahme einer endogenen Maus: man sieht einen grofRen soliden Tumor mit randstandigen
kleineren Zysten

(B-C) b20/b600 Aufnahmen der gleichen Maus: man sieht das Tumorareal in den unterschiedlichen b-
Wert-Aufnahmen. Diese werden zur Berechnung des ADC-Wertes herangezogen. Die zystischen
Anteile werden hypointenser.

In dieser Untersuchung wurden bei einzelnen Tieren mehrere Tumorareale identifiziert und diese einzeln in der
Berechnung der ADC-Werte berlicksichtigt. Ebenfalls wurden die nicht-therapierten Md&use mehrmals
gemessen. Dadurch kann ein einzelnes Tier mit mehreren Tumoren in der Statistik vorkommen.

Es wurden die ADC-Werte fir die unterschiedlichen Gruppen CKT (40 Tumorareal bei 9 Tieren, n = 40), CKTP (19
Tumorareale bei 3 Tieren, n = 19) und IPMN (14 Tumorreal bei 4 Tieren, n = 14) berechnet. Die ADC-Werte
lagen in der Gruppe CKT zwischen 0,74 und 1,22 (Mean: 0,94; SD: 0,12), in der Gruppe CKTP zwischen 0,86 und
1,21 (Mean: 1,01; SD: 0,11) und bei den IPMN Tumoren zwischen 0,84 und 1,08 (Mean: 0,94; SD: 0,07). Die
Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Kruskal-Wallis Test: p = 0,095). Eine Unterscheidung

zwischen solidem PDAC und IPMN Vorlauferldsionen war mittels DWI-MRT nicht moglich (Abb. 5-24).
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ABB. 5-24 VERGLEICH DER ADC-WERTE VON IPMN-LASIONEN UND SOLIDEN TUMOREN VON CKT- UND CKTP-
MAUSEN

Die ADC-Werte unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Eine Unterscheidung zwischen IPMN-

Vorlduferldsionen und invasivem PDAC ist mittels ADC-Wert nicht moglich.

Bei einigen Mausen wurden mehrere DWI-Aufnahmen im Verlauf angefertigt. In der DWI-Messung zeigten sich
inter- und intraindividuelle Schwankungen der ADC-Werte im Verlauf (Abb. 5-25 A-C).

Der ADC-Wert in vitalen Tumorabschnitten war niedriger als in nekrotischen Arealen (vgl. Abb. 5-25 D).
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ABB. 5-25 VERLAUFE DER ADC-WERTE

Ausgewadhlte Verlaufe der ADC-Werte Uber die Zeit.

A = CKT Maus (#520007) ADC-Wert schwankt zwischen 0,82 und 0,89

B = CKT Maus (#510472) ADC-Wert steigt von 0,93 auf 1,02

C + D = zwei unterschiedliche Tumoranteile derselben CKTP Maus (#510817). Dabei spiegelt C den
vitalen Tumoranteil wieder und D den nekrotischen Tumoranteil. Der ADC-Wert im nekrotischen
Tumor steigt von 0,94 auf 1,57; im vitalen Anteil von 0,86 auf 0,99.

Die gewonnenen DWI-Aufnahmen wurden sowohl mit den T2-Aufnahmen als auch histologisch korreliert. In
der HE-Farbung des entsprechenden Tumorareals wurde visuell die Zelldichte bestimmt. Die Korrelation des
ADC-Wertes mit der histologisch ermittelten Zelldichte zeigte einen moderaten Zusammenhang (r? = 0,5720)
von statistischer Signifikanz (p < 0,0001). Ein hoher ADC-Wert korrelierte mit einem zellarmen Tumor; ein

niedriger ADC-Wert ging mit einem zellreichen Tumor einher. (Abb. 5-26)
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ABB. 5-26 ADC-ZELLDICHTE-KORRELATION

Inverse Korrelation zwischen dem ADC-Wert und der histologisch ermittelten Zelldichte des
entsprechenden Tumorareals. Je dichter der Tumor mit Zellen gepackt ist, desto kleiner ist der ADC-
Wert. Moderater Zusammenhang: r>=0,5720 und p < 0,0001.

53 '°F-FDG-PET

5.3.1 SUBKUTANES TUMORMODELL

Es wurden insgesamt 10 Tiere mit je 2 Tumoren (n = 20) untersucht. Alle in der T2-MRT identifizierten Tumoren
(n = 20) zeigten einen Traceruptake im ®F_FDG-PET (Sensitivitat: 100 %). Die Anreicherung des Tracers im
soliden Tumor konnte aufgrund ihrer homogenen Form und charakteristischen Lage leicht identifiziert und von
unspezifischen Anreicherungen problemlos abgegrenzt werden.

Die in den MRT-Aufnahmen identifizierten nekrotischen Areale innerhalb der soliden Tumormasse zeigten in
der "®F-FDG-PET-Aufnahme alle einen verminderten Traceruptake und konnten somit auch alle anhand der 8.

FDG-PET-Aufnahme abgegrenzt werden (Sensitivitat: 100 %).

6 Tiere mit je 2 Tumoren (n = 12) wurden im Verlauf beobachtet. Dabei wurde ein Anstieg der T/M-Ratio in den
soliden Tumorarealen identifiziert. Es konnten 8 Tiere mit 16 Tumoren (n = 16) in der Auswertung der finalen
8L FDG-PET-Aufnahmen berticksichtigt werden. Die T/M-Ratio variierte zwischen 6,08 und 23,78 (Mean: 10,25;
SD: 5,00). Dabei konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl der subkutan implantierten Tumorzellen und der
Hohe des Tracer-Uptakes erkannt werden. Eine hohere implantierte Zellzahl fihrte zu einer héheren T/M-Ratio

in den finalen Messungen. (Abb. 5-27)
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ABB. 5-27 SC-MAUSMODELL: TUMOR-ZU-MUSKEL-RATIO IM VERLAUF

Die Abbildung zeigt den Verlauf der T/M-Ratio in den ‘®F-FDG-PET-Aufnahmen iber die Zeit, abhingig
von dem Tag der Tumorzellimplantation. Rote Linien, 5x10° Tumorzellen; schwarze Linien, 2x10°
Tumorzellen implantiert. Eine héhere Tumorzellimplantation fuhrt zu einer héheren T/M-Ratio.

5.3.2 ENDOGENES TUMORMODELL

Es wurden Tiere der CKT- sowie CKTP R172H-Modelle mittels ‘*F-FDG-PET untersucht. In der '*F-FDG-PET
Untersuchung wurden teilweise mehrere Signalanhebungen identifiziert, welche Tumoren entsprachen. Bei
diesen Tieren wurden die jeweiligen Areale separat gemessen. Dies fiihrt dazu, dass eine Maus mit mehreren
untersuchten Tumoren in einer 18F—FDG—PET—Untersuchung bericksichtigt wurde. In der Gruppe CKT wurden 12
Tiere mit insgesamt 22 Tumoren (n = 22) untersucht, 3 Tiere erhielten keine 18F-FDG-PET-Untersuchung. In der
Gruppe CKTP R172H waren es 5 Tiere mit 7 untersuchten Tumoren (n = 7), bei 5 Tieren wurde keine ¥E_FDG-
PET-Untersuchung durchgefiihrt.

Es wurde ein 18F-FDG-PET-Uptake in Herzmuskel, braunem Fettgewebe, Milz und Darm beobachtet. Zudem
zeigten Niere und Harnblase erhdhte ®F_FDG-PET Signale durch die Ausscheidung des Tracers lber den Urin.
Durch Fusion des ®F-FDG-PET-Bildes mit dem anatomischen T2-MRT-Bild wurde eine Unterscheidung zwischen
unspezifischem und spezifischem Signal moglich.

Alle (n = 29) in der T2-Aufnahme identifizierten Tumoren wurden auch in der 18F-FDG-PET-BiIdgebung erkannt
(100 %). Durch histologische Korrelation konnten diese als PDAC bestatigt werden. Abb. 5-28 zeigt exemplarisch
ein T2-MRT, ein 18F-FDG-PET, die Fusion beider Bilder, sowie das entsprechende histologische Prdparat einer

CKTP R172H Maus.
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ABB. 5-28 T2-MRT, ‘®F-FDG-PET UND HE-PRAPARAT EINER CKTP R172H MAUS

Von links nach rechts: T2-gewichtete MRT-Aufnahme; 18F-FDG-PET; Fusion T2-gewichtete MRT-
Aufnahme und **F-FDG-PET; HE-gefarbtes Praparat.

Histologisch gesichertes PDAC (griin). Deutliches Signal in der ¥F_FDG-PET-Aufnahme. Korreliert mit
Herdbefund in der T2-MRT-Aufnahme.

Im CKT Modell variierte die T/M-Ratio zwischen 1,47 und 12,72 (Mean: 4,87; SD: 2,57). Bei den CKTP R172H
Mausen lag die T/M-Ratio zwischen 2,14 und 6,96 (Mean: 3,89; SD: 1,68). Die beiden Gruppen unterschieden
sich nicht signifikant in ihren T/M-Ratios (p = 0,5196) (Abb. 5-29).
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ABB. 5-29 '®F-FDG-PET: VERGLEICH TUMOR-ZU-MUSKEL-RATIO

Vergleich der Endwert-T/M-Ratio der CKT M&use und der CKTP R172H Méuse.
Die T/M-Ratio der beiden Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von einander. Die Werte zeigen
auch innerhalb einer Gruppe interindividuelle Schwankungen.
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Es konnten auch solide PDAC-Anteile von praneoplastischen IPMN-Lasionen unterschieden werden, da die
IPMN-L3sionen in der 18F-FDG-PET-BiIdgebung einen geringeren Traceruptake zeigten (1,45 bis 2,73; Mean:
1,861; SD: 0,4882) (Abb. 5-30).

DerlgF-FDG-Uptake zwischen PDAC und IPMN unterschied sich signifikant (p = 0,0004).

ABB. 5-30 T2-MRT, “*F-FDG-PET UND HE-PRAPARAT EINER CKT MAUS

Von links nach rechts: T2-gewichtete MRT-Aufnahme; 18F-FDG-PET; Fusion T2-gewichtete MRT-
Aufnahme und **F-FDG-PET; HE-gefdrbtes Praparat.

CKT Mause entwickeln groRRe Zysten. Das histologisch gesicherte PDAC (griin) zeigt einen Traceruptake
im "®F-FDG-PET. Praneoplastische IPMNs (rot) zeigen keinen Traceruptake und imponieren im T2-MRT-
Bild hypointenser.

Auch zeigten die Metastasen z.B. der Leber oder der Lunge ein erhdhter Tracer-Uptake. Die T/M-Ratio war

ahnlich hoch wie die der Primarien (3,42 bis 6,88; Mean: 4,973; SD 1,757).

5.4 °F-FLT-PET

Es wurden ebenfalls 18F—FLT—PET—Messungen in endogenen CKT und CKTP R172H Mausen durchgefihrt. Es
wurden insgesamt 10 Tiere mit 16 Tumoren untersucht (n = 16). In der Gruppe CKT 7 Tiere mit insgesamt elf
Tumoren (n = 11) und 3 CKTP R172H Mause mit 5 Tumoren (n = 5). Im Allgemeinen war kein signifikanter
Tracer-Uptake im endogenen PDAC zu beobachten (Abb. 5-31, Abb. 5-32).

Nur durch Fusion mit den T2-Aufnahmen konnte die Tumorregion identifiziert werden und eine ROl gezeichnet

werden, aus welcher dann die T/M-Ratio berechnet wurde.
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Gallenblase

Gallenplase

Harnblase

ABB. 5-31 "*F-FLT-PET EINER CKT-MAUS (#510107)

Von links nach rechts: axialer, koronarer, sagittaler Schnitt. Bis auf eine unspezifische
Traceranreicherung in Niere, Gallenblase und Harnblase keine weitere Anreicherung. Insbesondere
keine Anreicherung im Tumorgewebe.

Spinalmuskulatur

ABB. 5-32 “*F-FLT-PET UND T2-MRT EINER CKT MAUS (#510160)

Von links nach rechts: T2-MRT, **F-FLT-PET, Fusion T2-MRT und ‘*F-FLT-PET.
Der groBe Tumor ist in der T2-Aufnahme deutlich zu erkennen. Im BE_FLT-PET sieht man keine

vermehrte Traceranreicherung in der Tumorregion, lediglich eine unspezifische Anreicherung in den
Nieren.

Die T/M-Ratio variierte bei den CKT Ma&usen zwischen 0,58 und 1,66 (Mean: 0,89; SD: 0,30). Bei den CKTP
R172H Méusen variierte die T/M-Ratio zwischen 0,85 und 0,97 (Mean: 0,90; SD: 0,05). (Abb. 5-33)

Aufgrund der fehlenden Traceranreicherung im Tumorgewebe wurden die Mause nicht im Verlauf beobachtet.
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ABB. 5-33 “*F-FLT-PET: VERGLEICH TUMOR-ZU-MUSKEL-RATIO

Vergleich der T/M-Ratio im BE_FLT-PET der CKT- und CKTP R172H-Miuse. Bis auf eine Ausnahme bei
den CKT Mdausen (roter Punkt) zeigen die Tumore keine Signalanhebung in der BE_FLT-PET.

Innerhalb eines "°F-FDG-PET positiven CKT transgenen PDACs wurde eine BEFLT-PET positive Subregion mit
einer T/M-Ratio von 1,66 identifiziert (Abb. 5-34). Histologisch wurde der Tumor dieser Region als sarkomatoid-
anaplastischer Tumor klassifiziert. Um Aussagen beziiglich der Proliferationsrate machen zu kénnen, wurde
eine Farbung mit BrdU durchgeflihrt. Dabei zeigte sich in dem sarkomatoid-anaplastischen Tumorabschnitt ein
signifikant hoherer Anteil BrdU-positiver Zellen als in der BEFLT-PET negativen Region. Der sarkomatoid-
anaplastische Tumorabschnitt konnte folglich als hochproliferativ angesehen werden. In der CK19-Farbung
zeigte sich bei dem typischen PDAC eine kraftige Anfarbung mit anti-CK19-Antikérpern, was fiir eine hohe
Anzahl an Ductus sprach, wohingegen der sarkomatoid-anaplastische Tumorabschnitt nur eine geringe

Anfarbung mit anti-CK19-Antikérpern zeigte, demzufolge nur wenige Ductus zeigte. (Abb. 5-35)
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ABB. 5-34 "®F-FDG-PET UND "®F-FLT-PET EINER CKT MAUS (MAUS #510470)

Oben: ®F-FDG-PET; unten: “®F-FLT-PET

Jeweils von links nach rechts: T2-MRT, PET-Aufnahme, PET-MRT-Fusion

Aufnahmen des Pankreaskarzinoms in einer CKT transgenen Maus. Durch Fusion der MRT-Aufnahme
mit der PET-Aufnahme erkennt man einen 18F-FDG-Uptake im gesamten Tumor. In der BE_FLT-PET-
Aufnahme zeigt nur die ventrale Tumorregion einen IBF-FLT-Uptake, die dorsale hingegen nicht.

ABB. 5-35 HISTOLOGISCHE FARBUNGEN (MAUS #510470)

Von links nach rechts: HE-Ubersicht, HE-Ausschnitt, CK19-Farbung, BrdU-Férbung. Die obere Reihe
zeigt den 18F-FLT-PET-positiven Tumoranteil. Histologisch handelt es sich bei diesem Tumoranteil um
einen sarkomatoid-anaplastischen Phdnotyp. Deutliche CK19-Anfarbung des PDACs, weniger im
sarmomatoid-anaplastischen Tumoranteil. Erwartungsgemal ist der Anteil an BrdU-positiven Zellen in
dem “*F-FLT-PET positiven Tumorbereich signifikant héher als in dem BE-FLT-PET negativen Anteil.
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5.5 MULTIMODALE LONGITUDINALE BILDGEBUNG

Exemplarisch wird an dieser Stelle eine CKTP R172H Maus vorgestellt, welche (iber einen Zeitraum von 22
Tagen eine multimodale Bildgebung erhalten hat. Hierbei wird deutlich, dass erst durch die Betrachtung der
verschiedenen Bildgebungsmodalitdten eine genaue und frihzeitige Prognose gestellt werden kann.

In dieser CKTP R172H Maus erkannte man im frihen Stadium im ‘°F-FDG-PET ein kleines Areal mit
verminderter Traceranreicherung, welches im weiteren Verlauf an GréBe zunahm. Im T2-MRTs zeigte sich eine
diskrete Hyperintensitat dieser Region. In der DWI-MRT war dieses Areal im friihen Stadium nicht abgrenzbar.
Erst im weiteren Verlauf lie sich dieses Areal auch in der DWI-MRT nachweisen. Erst in Zusammenschau der
erhobenen Informationen aus den verschiedenen Bildgebungsmodalititen konnte dieses Areal

bildmorphologisch als spontane Nekrose gewertet werden. (Abb. 5-36)

ABB. 5-36 T2-MRT, ‘*F-FDG-PET FUSION, B600-BILD ZU UNTERSCHIEDLICHEN ZEITPUNKTEN

T2-MRT, Fusion T2-MRT und “*F-FDG-PET und entsprechendes b600-Bild eines grofRen soliden Tumors
(griiner Kreis) einer CKTP R172H Maus im Alter von 78 Tagen (A) und im Alter von 92 Tagen (B). Im
Fusionsbild erkennt man ein kleines Areal (blauer Kreis) mit vermindertem Uptake (A, mittleres Bild),
welches im Verlauf groRer wird (B, mittleres Bild, blauer Kreis). Das entsprechende b600-Bild zeigt erst
im Alter von 92 Tagen die nekrotische Region (B, rechtes Bild, blauer Kreis).

Zur weiteren Beurteilung wurden die Daten longitudinal im Diagramm dargestellt (Abb. 5-37). Dabei zeigte sich
der deutlich verminderte 18F-FDG-Uptake im nekrotischen Tumorabschnitt. Die T/M-Ratio im vitalen Tumor war
deutlich hoher und stieg auch im Verlauf weiter an. Das Volumen des vitalen Tumors war ebenfalls héher und

nahm Verlauf auch kontinuierlich an GroRRe zu. Das Volumen des nicht-soliden Anteils nahm nur zwischen der
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2. und 3. Messung (86. und 92. Lebenstag) zu. Der nekrotische Tumoranteil zeigte auch einen Anstieg des ADC-

Wertes im Verlauf. Der ADC-Wert des vitalen Tumors war im Verlauf relativ konstant.
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ABB. 5-37 VERLAUF TUMOR/MUSKEL-RATIO, ADC-WERT, VOLUMEN: VITALER UND NEKROTISCHER
TUMORABSCHNITT

Es wird jeweils der Verlauf fur die T/M-Ratio im 18F-FDG-PET, den ADC-Wert und das Volumen
dargestellt. A stellt den vitalen Tumorabschnitt, B den nekrotischen Tumorabschnitt dar. Man erkennt
eine geringere T/M-Ratio im nekrotischen Areal sowie einen Anstieg des ADC-Wertes im nekrotischen
Tumoranteil. Das Volumen des vitalen Tumors nimmt kontinuierlich zu, auch das Volumen des
nekrotischen Tumors nimmt leicht an GréRe zu.

Mithilfe der ex vivo histologischen Auswertung lies sich durch Korrelation der bildmorphologisch gewonnen

Daten mit den HE-Praparaten eine nekrotische Region bestatigen (Abb. 5-38).
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ABB. 5-38 HE-PRAPARAT: VITALER UND NEKROTISCHER TUMOR

Histologisch l&dsst sich das in der multimodalen Bildgebung identifizierte nekrotische Areal verifizieren
(griiner Kreis = solider vitaler Tumor; blauer Kreis = nekrotischer Tumoranteil).

5.6 ERGEBNISSE DER THERAPIEVERLAUFSKONTROLLE

5.6.1 SUBKUTANES TUMORMODELL

Es wurden nur Mause eingeschlossen, denen 3x10° Tumorzellen implantiert wurden, um eine Vergleichbarkeit
der Volumina und der T/M-Ratio im BL EDG-PET zu ermoglichen. Die mit Gemcitabin behandelte
Therapiegruppe enthielt 6 Tiere mit je 2 Tumoren, also insgesamt 12 Tumoren (n = 12), die Kontrollgruppe

ebenfalls 6 Tiere mit je 2 Tumoren, insgesamt also 12 Tumoren (n = 12).

In der Berechnung der Volumina zum Endpunkt wurden 6 Tiere (folglich 12 Tumoren, n = 12) aus der
Therapiegruppe und 5 Tiere mit 10 Tumoren (n = 10) aus der Kontrollgruppe beriicksichtigt, in dieser Gruppe
wurde bei einer Maus die letzte MRT-Aufnahme nicht durchgefiihrt. Die mit Gemcitabin therapierten s.c.
implantieren Tumoren zeigten eine signifikant geringere GréBenzunahme im Vergleich zu den Kontrolltumoren.
Das solide Endvolumen betrug in der Therapiegruppe 113,2 bis 403,0 mm? (Mean: 232,9; SD: 86,6). In der
Kontrollgruppe betrugen die Endvolumina 172,5 bis 579,3 mma(Mean: 368,3; SD: 150,5). Der Mann-Whitney-
Test ergab einen p-Wert <0,05, das Endvolumen der therapierten im Vergleich zu den nicht therapierten PDACs

unterschied sich somit signifikant (p = 0,0443). (Abb. 5-39)
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ABB. 5-39 VERGLEICH SOLIDES TUMORVOLUMEN: THERAPIERT VS. UNTHERAPIERT

Das solide Tumorvolumen der finalen T2-Aufnahme der therapierten sc-Mduse und der
untherapierten sc-Mause. Das Tumorvolumen ist bei den untherapierten Mausen signifikant héher als
bei den therapierten Mausen (p = 0,0443).

Der relative nicht-solide Anteil zum Endpunkt betrug in der Gruppe der therapierten Tiere zwischen 4,8 und
14,1 % (Mean: 9,4 %, SD 2,77). Bei den untherapierten Mausen betrug der Anteil zwischen 2,3 und 33,2 %

(Mean: 12,5 %, SD: 9,00). Die beiden Gruppen unterschieden sich in diesem Merkmal nicht signifikant
voneinander (p = 0,4679). (Abb. 5-40)
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ABB. 5-40 VERGLEICH NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN (IN %): THERAPIERT VS. UNTHERAPIERT

Das relative nicht-solide Tumorvolumen unterscheidet sich im Endpunkt-MRT nicht signifikant
voneinander.
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9 Tiere mit 18 Tumoren (n = 18) der Therapiegruppe und 7 Tiere mit 14 Tumoren (n = 14) der Kontrollgruppe
erhielten jeweils 2 ®F_FDG-PET-Aufnahmen. Es wurde die relative Anderung Uber die Zeit betrachtet. In der
Therapiegruppe wurde jeweils eine ®E_FDG-PET-Aufnahme vor und eine weitere 7 Tage nach Therapiebeginn
angefertigt. Dabei zeigte sich in der Therapiegruppe eine Anderung der T/M-Ration von 52 bis 190 % (Mean:
102,9 %, SD: 37,8). In der Kontrollgruppe variierte die T/M-Ratio in dem Zeitraum um 115 bis 286 % (Mean:
158,3; SD: 48,5). Die 8 _FDG-PET-Ratio zeigte in den therapierten Tumormausen eine geringere Zunahme Uber
die Zeit und blieb nahezu konstant in der Signalintensitat. In der Kontrollgruppe war hingegen ein Anstieg des
Signals und somit auch der T/M-Ratio zu beobachten. (Abb. 5-41)

Der Unterschied der T/M-Ratio zwischen therapierten und nicht-therapierten Tumoren war signifikant

(p = 0,0016).
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ABB. 5-41 RELATIVE ANDERUNG DER TUMOR-ZU-MUSKEL-RATIO

Es wird jeweils die Verdnderung der T/M-Ratio vor und nach Therapie bzw. Placebo beobachtet. Die
Gruppe der therapierten Mause zeigt einen signifikant geringeren Anstieg bzw. sogar einen Abfall der
T/M-Ratio. Alle untherapierten Mause zeigen einen Anstieg der T/M-Ratio.

5.6.2 ENDOGENES TUMORMODELL

Einzelne Tiere des endogenen Modells erhielten eine Therapie mit Gemcitabin. In der Gruppe CKT wurden 4
Tiere mit 4 Tumoren (n = 4), in der Gruppe CKTP R172H 2 Tiere mit 2 Tumoren (n = 2) beobachtet. Dabei

wurden die Tiere sowohl mittels Volumenmessung in der T2W-MRT sowie ADC-Messungen und E-FDG-PET-

Untersuchungen im Verlauf beobachtet.

Es wurden bei 4 CKT Mausen und bei einer CKTP R172H Maus das Volumen vor und nach Therapie ermittelt.
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#210048 (CKT): Das solide Tumorvolumen stieg vor Therapie von 1500,3 mm? auf 2346,9 mm?® an. Nach der
ersten Gabe Gemcitabin sank das solide Volumen zunachst auf 1982,4 mm?® (-15,5 %), bevor es auf 2292,0 mm?>
anstieg. Bericksichtigt man auch den nicht-soliden Anteil, so stieg das Gesamtvolumen von 2559,1 mm® auf
3447,4 mm?> an und sank nach Therapiebeginn leicht ab auf 3292,7 mm? (-4,5 %), anschlieBend stieg es auf
3631,2 mm?an. Nach Therapie stieg bei dieser Maus der nicht-solide Anteil des Tumorvolumens an (von 1100,5

mm? direkt vor Therapiebeginn auf 1310,3 mm? (+19,1 %)), wohingegen der solide Anteil abfiel.

#620019 (CKT): Das solide Tumorvolumen blieb zwischen den ersten beiden Messungen anndhernd konstant
bei zuerst 1332,1 mm3, dann 1347,9 mm? und sank dann leicht auf 1247,5 mm?>. Nach Therapiebeginn sank das
solide Volumen weiter. Zunachst auf 1139,3 mm? (-8,7 %), dann auf 1035,4 mm? (-17,0 %). Der nicht-solide
Volumenanteil nahm in diesem Tier nach Therapiebeginn zunachst ab. Direkt vor Therapie betrug der nicht-
solide Anteil 538,6 mm’ (=100 %), nach Gabe von Gemcitabin nur noch 261,4 mm’ (-51,5 %); anschlieRend stieg
er wieder an auf 361,1 mm?>. Das Volumen nahm nach Therapiebeginn ab, jedoch war bereits vor Therapiestart

ein Trend zur Volumenabnahme erkennbar.

#510599 (CKT): Vor Therapie steig das solide Volumen von 1727,7 4 mm? auf 1989,9 4 mm? und weiter auf
2046,8 mm?® an, unter der Gemcitabintherapie stieg es zunachst weiter auf 2949,5 mm?>an und sank dann auf
2665,9 mm>. Das nicht-solide Volumen stieg vor Therapie zunachst von 520,6 mm? auf 873,3 mm?>an und fiel
dann auf 664,2 mm? ab. Nach Gemcitabin-Gabe stieg der nicht-solide Anteil auf 1153,7 mm? und sank dann

leicht auf 944,2 mm? ab.

#510633 (CKT): Das solide Tumorvolumen stieg (iber 62 Tage kontinuierlich von 282,3 mm? auf 951,2 mm® an.
Nach Beginn der Chemotherapie stieg das Volumen weiter an auf zunachst 1066,4 mm3, dann auf 1198,0 mm?>.
Der nicht-solide Anteil ist dabei zunachst ebenfalls kontinuierlich von 169,5 mm? auf 456,5 mm’ angestiegen.
Nach Theraplebeginn stieg der nicht-solide Anteil Uberproportional stark auf 603,9 mm?® an und sank

anschlielend wieder auf 438,7 mm? ab.

#510818 (CKTP R172H): Bei dieser Maus wurde nur eine Volumenmessung nach Therapiestart gemacht. Dabei
zeigte sich zunédchst ein Anstieg des soliden Volumens von 269,3 mm? auf 510,3 mm?® vor Therapiestart und
nach Gemcitabin-Gabe eine Abnahme auf 456,7 mm”. Der nicht-solide Anteil stieg ebenfalls vor Therapie von

314,1 mm? auf 396,0 mm?an und sank nach Therapiestart auf 376,0 mm? ab.

Es konnte unter Therapie keine bedeutsame Veranderung des Tumorvolumens ausgemacht werden.
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ABB. 5-42 VERLAUF SOLIDES UND NICHT-SOLIDES TUMORVOLUMEN THERAPIERTER MAUSE

Die vertikalen gepunkteten Linien (

E = CKTP R172H Maus (#510818)
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Ebenfalls wurde der ADC-Wert der therapierten Tiere ermittelt. Vier CKT Mause und eine CKTP R172H Maus
wurde hier eingeschlossen. Dabei zeigte sich unmittelbar nach Gabe von Gemcitabin am Folgetag bei zwei von
vier Tieren ein kurzfristiger Anstieg des ADC-Wertes. Bei den anderen beiden Tieren kam es zu einem Abfall des
ADC-Wertes. Im weiteren Verlauf normalisierte sich der Wert wieder. Ebenfalls zu beobachten war eine

deutliche intraindividuelle Schwankung der ADC-Werte im Verlauf.
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ABB. 5-43 VERLAUFE ADC-WERTE

Ausgewahlte Verlaufe der ADC-Werte liber die Zeit. Die vertikalen gepunkteten Linien (") zeigen den
jeweiligen Zeitpunkt des Therapiebeginns an.

A = CKT Maus (#510599), B = CKT Maus (#510633), C = CKT Maus (#620019), D = CKTP R172H Maus
(#510818). Man sieht eine deutliche intraindividuelle Schwankung der ADC-Werte, insbesondere in A.

Nach Therapiebeginn steigt der ADC-Wert zunachst an (siehe A, B).
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Die 4 therapierten CKT Tiere und ein therapiertes CKTP R172H Tier erhielten zusatzlich ®F_FDG-PET-

Untersuchungen im Verlauf. Dabei zeigte sich ebenfalls keine signifikante Anderung der T/M-Ratio.

#210048 (CKT): Die T/M-Ratio betrug vor Therapiebeginn 1,7. Nach Gabe von Gemcitabin stieg die T/M-Ratio
gering auf 1,97 an, sank dann gering auf zunachst 1,87 und anschlieRend auf 1,7. Insgesamt zeigten sich relativ

konstante Werte der T/M-Ratio auch nach Therapiebeginn.

#620019 (CKT): Die T/M-Ratio zeigte sich vor Therapiebeginn sehr variabel, stieg zunachst von 3,02 auf 5,24
und sank dann wieder auf 3,08 ab. Nach Gabe von Gemcitabin sank die T/M-Ratio nur geringflgig auf 2,99 und

stieg anschlieRend auf 3,53 und spater auf 3,64 an.

#510633 (CKT): Zunachst stieg die T/M-Ratio von 2,76 auf 3,78 und weiter auf 4,99 an, anschlieRend sank die
T/M-Ratio auf zunachst 4,03 und weiter auf 4,01, bevor sie wieder auf 4,76 anstieg. Nach Therapiebeginn war
die T/M-Ratio anndhernd stabil bei 4,81 bzw. 4,80.

#510599 (CKT): Vor Therapie stieg die T/M-Ratio von 1,9 auf 2,76 bevor die T/M-Ratio auf 2,39 absank und

anschlieRend mit 2,42 nur geringfligig geringer war. Nach Gemcitabin-Therapie stieg die T/M-Ratio auf 3,33 an.

#510818 (CKTP R172H): Die T/M-Ratio stieg vor Therapie von 3,20 auf 3,41 an. Nach Therapiebeginn sank die
T/M-Ratio auf 2,83.
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ABB. 5-44 VERLAUF TUMOR-ZU-MUSKEL-RATIO THERAPIERTER MAUSE

Die vertikalen gepunkteten Linien (

) zeigen den jeweiligen Zeitpunkt des Therapiebeginns an.

A = CKT Maus (#210048), B = CKT Maus (#620019), C = CKT Maus (#510633), D = CKT Maus (#510599),

E = CKTP R172H Maus (#510818)
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6 DISKUSSION

Aufgrund frustraner Ergebnisse praklinisch erfolgreich getesteter Chemotherapeutika in klinischen Versuchen
am PDAC ist der Elnsatz eines suffizienten praklinischen Tiermodells unabdingbar. Trotz immer neuer
Forschungsanstrengungen existierten bislang kaum Studien, welche die Heterogenitidt der endogenen
Mausmodelle charakterisieren. Demzufolge wurden in dieser Arbeit mittels nicht-invasiver, multimodaler
MRT und PET basierter Bildgebung die TumorgréRe, Diffusionsrestriktion und 18F-FDG-Uptake verschiedener
PDACs im endogenen und subkutanen Tumormodell evaluiert. Dabei zeigte sich, dass eine sichere
Identifizierung der endogenen Tumore moglich ist. Vorlauferldasionen und Nekrosen konnten durch
verminderten Tracer-Uptake im ®F_FDG-PET im Vergleich zum PDAC und auch im T2-gewichteten MRT
aufgrund der zum Tumor differenten Signalintensitat (solide IPMN = hypointens) abgegrenzt werden. Mittels
BE_ELT-PET konnten die Tumoren in der Regel nicht identifiziert werden; es ist somit nicht als Werkzeug der
multimodalen, multiparametrischen Bildgebung in der Maus unter Verwendung endogener Tumoren
geeignet. Lediglich bei der Frage, ob ein hochproliferativer Tumor vorliegt, kann es unter Umstdnden von
Nutzen sein; diese Fragestellung bedarf weiterer Klarung. Des Weiteren konnte in der Studie gezeigt werden,
dass der ADC-Wert mit der Zelldichte eines Tumors korreliert. Eine Unterscheidung zwischen
Vorlduferldsionen und invasiven Karzinomen ist anhand des ADC-Wertes jedoch nicht méglich. In dieser
Arbeit konnte nicht zuletzt auch der Unterschied zwischen subkutanen Tumormodellen und GEMM in
praklinischen Versuchen aufgezeigt werden. Das GEMM spiegelt in hohem MaRe die Pathogenitaten des
humanen PDACs wider.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit bieten schlussendlich eine wichtige Grundlage fiir weitere praklinische

Forschungen.

6.1 DIE TUMORMODELLE

Die beiden Tumormodelle unterschieden sich signifikant voneinander. So zeigten sich die Tumoren des sc-
Tumormodells sehr homogen in der T2-MRT, ebenso zeigte sich einen homogenen Tracer-Uptake im ®EFDG-
PET. Auch in der histopathologischen Untersuchung zeigten sie ein homogenes Bild mit einer hoher
Zellularitat und einer gering ausgepragten Stromakomponente. Die Tumoren wiesen im vitalen Gewebe keine
Zysten auf, jedoch zeigte sich bei praktisch allen Tumoren eine zentrale Nekrose mit z.T. zystischer
Umwandlung. Im Gegensatz hierzu zeigten sich die Tumoren des GEMMs in jeglicher Hinsicht heterogen.
Erwartungsgemal’ zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen, aber auch
innerhalb eines Genotyps zeigten sich deutliche Heterogenitdten. Die Tumoren zeigten sich in der T2W-MRT
von variabler GrofRe mit einem variablen Anteil zystischer Strukturen, auch der Tracer-Uptake im ®FFDG-PET

zeigte eine groRe Streubreite. Histologisch konnten verschiedene Préakursorlasionen (IPMNs, PanINs)
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nachgewiesen werden, auch hier waren die Tumore sehr heterogen mit unterschiedlich stark ausgepragtem
Stromaanteil oder Anteil zystischer Strukturen. Zysten wurden h&ufiger und in gréBerer Ausdehnung im CKT-
Tumormodell gefunden, bei CKP-Md&usen war der zystische Anteil am geringsten.

Auch der Verlauf der Tumorgenese zeigte sich heterogen. CKT-/CKTP-Mause entwickelten im Vergleich zu
CKP-Mausen signifikant friiher invasive PDACs. Im Vergleich zu den CKT-Tumoren entwickelten sich CKP-
/CKTP-Tumoren rascher und waren im Endvolumen durchschnittlich kleiner. Das langsame Tumorwachstum
kénnte eine mdgliche Ursache des langeren Uberlebens der CKT-Méuse sein.

Im endogenen Tumormodell traten in einem fortgeschrittenen Tumorstadium diverse assoziierte
Komorbiditaten auf, wie Metastasen, Aszites oder Pleuraerglisse. Im sc-Tumormodell wurden keinerlei

solcher assoziierten Komorbiditaten beobachtet.

Die Tumoren der sc-Tiere und die der GEMMs unterschieden sich sowohl in der multimodalen Bildgebung wie
auch histopathologisch signifikant voneinander. Es konnte gezeigt werden, dass die vorgestellten GEMMs
sowohl bildmorphologisch wie auch histologisch die Eigenschaften des humanen PDACs in hohem Malie
widerspiegeln und somit eine geeignete Grundlage fiir die praklinische PDAC-Forschung darstellen, gerade
auch im Hinblick auf folgende Therapiestudien.

Olive et al. waren die ersten, die eine praklinische Therapiestudie an genetisch manipulierten Mausmodellen

LSL-R172H LSL-R270H

des PDACs durchfiihrten. In dieser Studie wurden p53 oder p53 Mause verwendet, die daraus
resultierenden PDACs zeigten eine schlechte Vaskularisation und einen hohen Stromaanteil, die sc-Tumoren
hingegen zeigten eine gute Vaskularisation. Aus beiden Gruppen wurden Tiere mit Gemcitabin therapiert und
eine Kontrollgruppe mit Kochsalz. Hierbei zeigten die therapierten endogenen Tumore keine Anderung der
Wachstumskinetik gegeniiber der Placebo-Gruppe. Die transplantierten Tumore hingegen zeigten unter

Gemcitabin-Therapie ein vermindertes Wachstum. (Olive et al. 2009)

6.2 MRT UND HISTOLOGISCHE KORRELATION

In dieser Arbeit wurde ein 1,5T MRT-Scanner in Kombination mit einer kleinen Oberflachenspule verwendet.
Haufig werden hochauflosende MR-Tomographen mit einer hohen Feldstarke von 7 oder 9,4T verwendet.
Jedoch sind solche Gerate teuer in der Anschaffung und nicht zuletzt deshalb nicht sehr verbreitet,
wohingegen 1,5 oder 3T MR-Tomographen haufig vorhanden sind. Ein Vorteil ist die relativ leichte
Ubertragung des Scanprotokolls in die klinische Routine. In mehreren Studien wurden 1,5 bzw. 3T Gerite
erfolgreich angewendet (Braren et al. 2011; Samkoe et al. 2010). Doch bringt dies auch Nachteile: innerhalb
einer vertretbaren Messzeit |dsst sich nur eine geringe Ortsauflésung erzielen und daraus resultiert wiederum
ein hoher Partialvolumeneffekt. Histologische Korrelationen mit den T2-Aufnahmen zeigen jedoch eine gute
Ubereinstimmung und eine gute Abgrenzung von soliden Tumoren, IPMN-Lisionen, Nekrosen und Zysten.

Aussagen Uber das Grading konnten anhand der T2-Aufnahmen nicht getroffen werden.

69



DISKUSSION

Aufgrund der enormen Unterschiede in der Tumormorphologie und -genese ist die Datenauswertung der
endogenen Tumoren erschwert. Bildmorphologische Auswertungen sind in transplantierten, homogenen
Tumoren simpler, da diese einen dhnlichen Gehalt an Zysten und Fibrose aufweisen. Die moglichst exakte
Bestimmung des Tumorvolumens spielt eine grofRe Rolle. Insbesondere im Hinblick auf das Ansprechen auf
Chemotherapeutika ist es nach wie vor ein wichtiger Parameter (vgl. Response Evaluation Criteria In Solid
Tumor Volumina (RECIST) (Eisenhauer et al. 2009)) und wird daher in vielen praklinischen Tierstudien
angewandt (Aliu et al. 2009; Braren et al. 2011; Kim, H. et al. 2008). Da auch der nekrotische Anteil als
moglicher pradiktiver Wert fur eine antitumorale Therapie angesehen werden kann (Braren et al. 2011), ist es
von grofRer Bedeutung, solide Tumoranteile von nicht-soliden Anteilen, also zystischen und/oder
nekrotischen Anteilen, zu unterscheiden. Daher wurde in dieser Dissertationsarbeit eine Volumenauswertung
mittels Segmentierung durchgefiihrt, was auch im Hinblick auf folgende Therapiestudien bedeutsam ist.
Aufgrund der Inhomogenitat der endogenen Tumormodelle ist eine automatisierte Tumorerkennung nicht
moglich, manuell gezeichnete ROIs unterliegen aber Schwankungen und dirfen folglich als Fehlerquelle nicht
auBer Acht gelassen werden. Die durchgeflihrte Threshold-Segmentierung der T2-MRT-Aufnahmen mit einem
festgesetzten Threshold bei einem Grauwert von 9000 ist kritisch zu bewerten. Die gangigsten Methoden in
der Literatur bedienen sich haufig Histogramm-basierter Analysen, die den fir den jeweiligen Datensatz
entsprechenden Threshold liefern (siehe unter anderem bei Sezgin (Sezgin 2004)). Im Vorfeld wurden
zunachst Auswertungen mittels dieser Methode (Auswahl des Thresholds anhand des Minimums zwischen
zweier Maxima im Histogramm) getatigt (Daten werden nicht gezeigt). Dabei zeigte sich, dass es in den
unterschiedlichen Aufnahmen zu unterschiedlichen Ergebnissen in der Segmentierung kam — in der einen
Aufnahme wurden bestimmte Grauwerte und die damit verbundenen Strukturen der soliden Masse, in einer
anderen den nicht-soliden Anteilen zugerechnet, was zum einem an unterschiedlichen Helligkeiten der
einzelnen Aufnahmen, zum anderen an dem meist nicht bimodalen Histogramm liegt. Da diese Auswertungen
nicht zu einem gewiinschten Mehrgewinn an Informationen fiihrten, wurde eine Equalisierung durchgefihrt
und ein fixer Threshold fir alle Aufnahmen festgelegt. Darunter zeigten sich die Ergebnisse der
Segmentierung als deutlich zuverldssiger. Nicht-solide hyperintense Strukturen, vor allem Zysten, konnten
von soliden hypointensen Strukturen abgegrenzt werden. Da die nicht-soliden Tumoranteile abhangig von der
GréRe eines Tumors sind, wurden in der vorliegenden Arbeit die relativen nicht-soliden Anteile berechnet um
eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen.

Da mehrere T2-Messungen im Verlauf durchgefiihrt wurden, war eine longitudinale Betrachtung maoglich.
Dabei zeigte sich, dass die kalkulierten soliden und nicht-soliden Tumorvolumina der endogenen
Tumormodelle nicht nur inter-, sondern auch intraindividuell schwankten.

In den endogenen Tumormodellen traten haufig auch Aszites und Metastasen auf, welche allesamt in der T2-
MRT identifiziert werden konnten. Diese Charakteristika werden typischerweise auch beim menschlichen
PDAC gefunden. Im Gegensatz hierzu zeigten die transplantierten Tiere keine derartigen zusatzlichen
Charakteristika. In den T2-MRT-Aufnahmen zeigte sich bei fast allen sc-Tumoren im Verlauf eine meist
zentrale hyperintense Struktur. Dies konnte histologisch als Nekrose oder zystische Umwandlung einer

Nekrose gesichert werden. Dies wurde bereits in diversen Studien beschrieben, unter anderem in Xenograft-
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Modellen des kolorektalen Adenokarzinomes (Kirkland und Bailey 1986) und des Melanoms (Lyng et al. 2000)
sowie in Xenograft-Modellen des PDACs (Glazer et al. 2010; Nakamura et al. 2010). Méglicherweise liegt dies
an einem akzelerierten Tumorwachstum, Unterschieden in der Tumorkomposition oder Unterschieden in der
Blutversorgung. Um diesbeziiglich genauere Aussagen tatigen zu konnen, sollte ein erweitertes

Bildgebungsprotokoll, welches eine DCE- und DWI-MRT umfasst, angewendet werden.

Es konnten alle in den T2-Aufnahmen identifizierten Tumoren auch histologisch in den HE-Prdparaten
gesichert werden. Es zeigte sich eine sehr gute Korrelation zwischen bildmorphologisch identifizierten
nekrotischen Tumorgeweben und den HE-Prdparaten.

Die karzinogenen Lasionen weisen begleitend entweder PanIN oder IPMN Lasionen auf, was vermuten lasst,

dass das PDAC der Kras®'?®

;Ela-TGFa Mause aus zwei unterschiedlichen Prakursor Ldsionen hervorgeht.
Jedoch erlaubt die HE-Farbung nur eine eingeschriankte Beurteilung der Tumorkomposition. Farbungen mit
BrdU und CK19 wurden nur versuchsweise durchgefiihrt. In weiteren Studien sollte ein gréRBeres Augenmark
auf die histologische Aufarbeitung gelegt werden, um noch genauere Informationen Uber die einzelnen

Tumoren zu erhalten.

6.3 DWI-MRT

Ebenfalls wurde eine Diffusionsbildgebung der endogenen wie auch der transplantierten Tumoren
durchgefiihrt. Bei den endogenen Tieren konnten anhand der gewonnenen Bilddaten ADC-Werte berechnet
werden. Die subkutanen Tumoren konnten hingegen nicht ausgewertet werden, da durch massive
Suszeptibilitatsartefakte die Bilddaten nicht verwertbar waren. In der Literatur gibt es verschiedene Ansatze,
um den Suszeptibilititsartefakt an Gewebe-Luft-Ubergingen zu reduzieren. Zum einen wurde von Landuyt et.
al eine spezielle elastische Masse aus Alginat hergestellt, welche liber den sc-Tumoren aufgetragen wurde
(Landuyt et al. 2002), zum anderen wurde in einer Studie von Maeda et al. bei Anwendung einer
sogenannten line-scan-DWI (TR/TE 2376 - 3124ms/57,1 - 70,7ms, Matrix 128 x 128 Spalten, Bandbreite 3,91
kHz, zwei b-Werte: b5 und b1000) keine Suszeptibilitdtsartefakte mehr beobachtet (Maeda et al. 2005). Fur
weitere Versuche mit subkutanen Tumoren sollte eine dieser Moglichkeiten in Betracht gezogen werden.

Die errechneten ADC-Werte aller endogenen Tumormodelle zeigten eine inverse Korrelation zu einer
semiquantitativ bestimmten Zelldichte. Auch Humphries et al. gelangen zu dieser Erkenntnis in ihrer
padiatrischen Studie an 19 extrakraniellen soliden Tumoren (Humphries et al. 2007). Ein Vergleich der ADC-
Werte zwischen normalem Pankreasgewebe und PDAC der Mause war aufgrund der kleinen OrgangréRe
nicht moglich. Vergleiche zwischen gesundem Pankreas und eines PDAC im Menschen zeigen in den Tumoren
deutlich geringere ADC-Werte als in nicht-tumordsen Geweben (Fattahi et al. 2009; Muraoka et al. 2008;
Wang et al. 2011a). Die ADC-Werte des CKT- und des CKTP R172H-Modells unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. Eine Unterscheidung zwischen IPMN-Prédkursorldsionen und solidem PDAC war

mittels ADC-Wert nicht moglich. Meines Wissens gibt es bislang nur eine Studie, die ADC-Werte von IPMN-
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Lasionen und soliden Tumoren vergleicht. In dieser Studie zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
IPMN und MCN, jedoch zeigten niedrig-dysplastische oder benigne Lasionen hdhere ADC-Werte
(Sandrasegaran et al. 2011). In dieser Arbeit wurde der Dysplasiegrad nicht in den Auswertungen
bericksichtigt.

Durch Berechnung des ADC-Wertes konnte gezeigt werden, dass der ADC-Wert im nekrotischen Gewebe
deutlich hoher als im vitalen Tumorgewebe ist. Auch Lewandowski et al. konnten in einem orthotopen PDAC-
Modell des Kaninchens nekrotisches Tumorgewebe von vitalem Tumorgewebe anhand eines signifikant

héheren ADC-Wertes unterscheiden (Lewandowski et al. 2010).

6.4 PET

Zur Analyse des Tracer-Uptakes im PET wurde eine 3D-ROI in das anreichernde Tumorareal gelegt. In einer
Studie von Herrmann et al. konnte gezeigt werden, dass 3D-ROIs genauere Ergebnisse liefern als 2D-ROls
(Herrmann et al. 2011). Zur Berechnung der SUV Mean values wurden lediglich die hochsten 50 % der
Pixelwerte bericksichtigt. Der Vorteil dieser Methode ist zum einen die Vermeidung falsch niedriger Werte
durch die Miteinbeziehung der wenig anreichernden Tumorumgebung, zum anderen die bessere
Reproduzierbarkeit und die Unabhéangigkeit von der Tumormorphologie und TumorgrofRe (Krak et al. 2005;
Lee et al. 2000). Der 50 % Threshold zeigte in einer Studie von Krak et al. eine hohere Reproduzierbarkeit als
der 75 % Threshold (Krak et al. 2005). Bildfusionierungen wurden routinemaRig fir endogene PDAC-Tumoren
erstellt. Eine direkt aufeinanderfolgende Bildgebung im MRT und im PET ware nur mittels kombiniertem PET-
MRT-Gerate adaquat realisierbar. Daher kommt es zu kleineren Veranderungen, zum einen durch eine leicht
abweichende Lagerung, zum anderen durch geringe Verschiebungen der Bauchorgane aufgrund eines
veranderten Darmgasgehaltes. Diese Veranderungen lassen sich durch manuelle Fusion der Bilddaten
anndhernd ausgleichen. Es wurden auch PET-CT Aufnahmen durchgefiihrt (die Daten werden in dieser Arbeit
nicht gezeigt); diese ermoglichten zwar die Aufnahme der beiden Modalitdten in einer Untersuchung und
damit eine identische Anatomie, jedoch war der Weichteilkontrast in den CT-Aufnahmen zu gering, um

daraus spezifische Informationen liber das PDAC zu gewinnen.

Die in der T2-MRT identifizierten soliden Tumoren konnten alle auch im *®F-FDG-PET identifiziert werden. Es
zeigte sich eine signifikant verminderte Traceranreicherung in den IPMN-Vorlduferlasionen. Dies wurde auch
bereits durch Delbeke et al. beobachtet (Delbeke et al. 1999). Fendrich et al. konnten ebenfalls einen

G12D .
*°4°%.pdx1-Cre-Madusen sehen

geringeren, jedoch deutlich sichtbaren FDG-Uptake in PanINs von LsL-Kra
(Fendrich et al. 2011). Bei den transplantierten Tieren wurde ein leichter Anstieg der T/M-Ratio im Verlauf
beobachtet, eine hdhere Zahl implantierter Tumorzellen zeigte dabei eine tendenziell héhere T/M-Ratio. Die
Werte der T/M-Ratio schwankten bei den endogenen Tieren in der longitudinalen Beobachtung. Die T/M-
Ratio des CKT-Modells war &dhnlich hoch wie die des CKTP R172H-Tiermodells. Die unterschiedlichen

Ergebnisse bei subkutanen und endogenen Tumoren deuten erneut auf die Heterogenitat des endogenen
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Tumormodells hin, wo sich die Tumoranatomie und -komposition im Verlauf verdandert. Einige Studien zeigen
einen Zusammenhang zwischen der Anderung von beispielsweise Zelldichte oder Proliferationsrate mit dem
18F-FDG-Tracer-Uptake (Henriksson et al. 2007; Kitagawa et al. 2003). Des Weiteren kénnen alimentére
Veranderungen, wie sie z.B. in einem fortgeschrittenen Tumorstadium auftreten, ebenfalls Auswirkungen auf
den 18F-FDG-Uptake haben. Eine verdnderte Blutglukosekonzentration kann die 18F-FDG-Anreicherung
verandern: so fiihren hohere Blutglukosekonzentrationen zu einem verminderten Uptake (Diederichs et al.
1998). Eine erhohte Blutglukosekonzentration ist auch in einem fortgeschrittenen Stadium des
Pankreaskarzinoms zu finden, da zunehmend die insulinproduzierenden (3-Zellen zerstort werden.

Mittels "®F-FDG-PET konnten Metastasen sicher identifiziert werden. Die T/M-Ratio zeigte dhnliche Werte wie

die der soliden Primarien.

B FLT-PET-Aufnahmen wurden durchgeflhrt, da in klinischen Studien gute Ergebnisse mittels BEFLT-PET
erzielt wurden und sogar eine Uberlegenheit des BEFLT-PETs gegeniber ®F_FDG-PET suggeriert wurde (Buck
et al. 2003; Herrmann et al. 2007). Auch in einer klinischen PDAC-Studie wurde dieser Erfolg erzielt: Hermann
et al. konnten zeigen, dass beim humanen PDAC mit einer Sensitivitdat von 71,4 % im BE_FLT-PET ein erhoéhter
Tracer-Uptake zu finden war, des Weiteren waren keine der benignen Pankreasldsionen mit einem erhdhten
Tracer-Uptake assoziiert (Herrmann et al. 2008). Auch in Tiermodellen wurde BE_FLT als Tracer mit guten
Ergebnissen getestet. Von Forstner et al. konnten in einem orthotopen Modell mit humanen
Pankreaskarzinomzelllinien in SCID-Mausen einen signifikanten 18F-FLT-Uptake in den soliden Tumoren
nachweisen, wohingegen der 18F—FDG—Uptake nur bei 50 % der Tiere signifikant erhéht war (von Forstner et
al. 2008). Ein weiterer Grund fir die Mitaufnahme der BE-FLT-PET in das multimodale Bildgebungsprotokoll
war die potentiell bessere Beurteilung der Tumorrespons, da Chemotherapeutika den Zellzyklus hemmen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen jedoch den Ergebnissen der Literatur. Lediglich in einem hoch-
proliferativen Tumoranteil wurde ein erhéhter 18F-FLT-Tracer-Up‘cake festgestellt. Eine mogliche Erklarung fiir
die ungleichen Ergebnisse konnte eine unterschiedliche Aktivitdt der TK1 in den Tumoren sein (Rasey et al.
2002). Eine jungere Studie von Herrmann et al. aus dem Jahr 2012, welche 46 Patienten mit
Pankreastumoren umfasst, zeigt eine Uberlegenheit des F-FDG-PETs (Sensitivitat 92 %) gegenliber dem .

FLT-PET (Sensitivitdt 72 %) bei der Diagnostik von malignen Pankreastumoren (Herrmann et al. 2012).

6.5 MULTIMODALE LONGITUDINALE BILDGEBUNG

Eine Herausforderung des endogenen Tumormodells ist die komplexe Heterogenitat, beginnend bei dem
ungewissen Zeitpunkt der Tumormanifestation sowie die heterogene Tumorkomposition hinsichtlich GroRe,
Fibrosegehalt und spontaner Nekrosen sowie GroRRe und Anzahl der Zysten. DemgemaR ist es schwierig, den
richtigen Zeitpunkt der Tumorentstehung mittels Bildgebung festzuhalten und auch die Auswertungen
bedirfen einer genauen, manuellen Analyse. Mithilfe dieser Arbeit konnten die etwaigen Zeitrdume fir den

Beginn der longitudinalen Bildgebungsstudie ermittelt werden. So sollte bei Tieren der CKT-Zellreihe ab
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einem Alter von 1 Monat, bei CKP-Tieren ab 2 Monaten und bei CKTP R172H- und CKTP fl+/- M&usen ab
einem Alter von 2 Wochen zweiwdchentliche MRT-Untersuchungen durchgefiihrt werden; bei positivem
soliden Tumorbefund sollte zusédtzlich eine DWI-MRT durchgefiihrt und eine 18F-FDG-PET-Untersuchung
geplant werden. Bei weiteren Studien sollte ein an den entsprechenden Genotyp adaptiertes
Bildgebungsprotokoll beriicksichtigt und etabliert werden.

Es ist schwierig fiir eine solche heterogene Gruppe wie die des endogenen Tiermodells, standardmaRig den
Mean- und SD-Wert der 18F-FDG-PET-Untersuchung anzugeben. Die komplexe Heterogenitat der
TumorgrofRe, Tumorkomposition und Pathophysiologie bleiben dabei unberiicksichtigt.

Durch multimodale Betrachtung ist es moglich, friihzeitige Veranderungen festzustellen. So kénnen
beispielsweise spontane Nekrosen durch Begutachtung von T2-, DWI-MRT und ®F_FDG-PET sicher identifiziert

werden.

6.6 THERAPIEVERSUCHE

Zur Feststellung welche Kombination der bildgebenden Verfahren am besten zu einer
Therapieverlaufskontrolle geeignet ist, wurden multimodale Bildgebungsdaten erhoben. Zunachst wurden die
Bildgebungsmodalitdten im sc-Mausmodell getestet und anschlieBend versuchsweise im endogenen Modell
angewendet. Fir die Therapieversuche wurde das Standardchemotherapeutikum Gemcitabin verwendet.
Therapieversuche mit Gemcitabin zeigten in dieser Studie deutliche Erfolge im subkutanen Tumormodell. Das
solide Volumen war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedriger. Andere Studien untermauern
dieses Ergebnis. In einem orthotopen PDAC-Modell an immundefizienten Mdusen zeigten He et al. ein
signifikant geringeres Tumorwachstum unter Gemcitabin-Therapie (He et al. 2000). Auch Mohammed et al.
zeigten ein signifikant geringeres Tumorvolumen unter Gemcitabin-Therapie in einem orthotopen
Tumormodell bei SCID-Mausen (Mohammad et al. 1998). Im Gegensatz hierzu weicht das nicht-solide
Tumorvolumen nicht signifikant voneinander ab. Dieses Ergebnis (berrascht, da bei einer Therapierespons
von einer Zunahme der Nekrose auszugehen ist (wie zum Beispiel bei Glazer et al. (Glazer et al. 2010)),
welche sich hyperintens darstellt und somit dem nicht-soliden Tumoranteil zuzuordnen ware. Magliche
Erklarungen kénnten zum einen der groRe Anteil spontaner Nekrosen in den nicht-therapierten Tieren sein,
zum anderen koénnen natirlich auch Ungenauigkeiten in der Auswertung, beispielsweise aufgrund des
Thresholdes oder des Auswerters, ursachlich sein.

Diverse klinische Studien belegen, dass das ®F_FDG-PET ein geeignetes Bildgebungstool fiir die Evaluierung
der Therapierespons darstellt (Denecke et al. 2005; Weber 2005). Bislang existieren jedoch kaum
tierexperimentelle Studien zu diesem Thema. In dieser Dissertationsarbeit zeigten die therapierten sc-Mause

eine signifikant geringere T/M-Ratio im ®E_FDG-PET. Shah et al. konnten in ihrem orthotopen PDAC-Modell
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eine Abnahme des SUV,can Unter Therapie mit Gemcitabin und Anti-EMMPRIN Antiké’)rper5 zeigen (Shah et al.
2012).

Die Tumore des endogenen Modells zeigten im Vergleich zu den sc-Tumoren ein sehr heterogenes Verhalten.
Es existieren nur wenige praklinische Arbeiten, welche endogene und transplantierte PDAC-Tiermodelle in
einer Therapiestudie beobachten. In einer der wenigen praklinschen Studien zeigte sich an einem murinen
LSL-KrasG12D/+;LSL-Trp53R172H;Pdx-1-Cre-Tumormodell nach Gabe von Gemcitabin (alleine oder in
Kombination mit Dimethylaminoparthenolid) eine nicht-signifikante Abnahme des Tumorvolumens, eine
Uberlebensverlangerung konnte ebenfalls beobachtet werden (Yip-Schneider et al. 2013). Olive et al. konnten
einen deutlichen Unterschied zwischen transplantierten und endogenen murinen PDAC-Modellen feststellen;
so konnte im endogenen Modell nach Gabe von Gemcitabin keine Anderung der Wachstumskinetik
identifiziert werden (Olive et al. 2009).

Ahnlich heterogen zeigte sich die T/M-Ratio im ®F_-FDG-PET. Die pratherapeutische Heterogenitit der T/M-
Ratio setzte sich auch posttherapeutisch fort.

Die DWI-MRT wurde bereits mehrfach in praklinischen und klinischen Therapiestudien erfolgreich getestet
(Braren et al. 2011; Galons et al. 1999; Kim, H. et al. 2008; Kim, S. et al. 2009; Li, S. P. und Padhani 2012;
Yankeelov et al. 2007). Braren et al. zeigten in einem HCC-Rattenmodell den pradiktiven Nutzen des ADC-
Wertes fiir ein Therapieansprechen nach transarterieller Embolisation (Braren et al. 2011).

In dieser Arbeit konnte nach Gabe von Gemcitabin bei einer Maus ein kurzeitiger, bei einer anderen ein
langzeitiger Anstieg der ADC-Werte beobachtet werden. Kim et al. beobachteten einen signifikanten Anstieg
des ADC-Wertes einen Tag nach Gabe des Chemotherapeutikums. Seiner Forschungsgruppe gelang es, einen
deutlichen Therapieeffekt unter Gemcitabin und TRA-8 ® in den MRT-Volumina und im DWI-MRT
darzustellen. Es kam zu einer deutlichen Tumorvolumenabnahme und einem Anstieg des ADC-Wertes. Ein
friiher Anstieg des ADC-Wertes war dabei mit einer frithen Apoptose und einem verlingerten Uberleben
assoziiert. Allerdings handelte es sich bei dem Tumormodell um ein orthotopes Tumormodell mit MIA-PaCa-
2-Zellen in immundefizienten Mausen. (Kim, H. et al. 2008)

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass in den zentralen Regionen der ADC-Wert nach Chemotherapie
am starksten ansteigt (Morse et al. 2007). Dies sollte in weiteren Studien bei der ROI-Zeichnung
beriicksichtigt werden. Weiter ist die Hohe des pratherapeutischen ADC-Wertes fiir die Tumorrespons und
die damit assoziierte Verdnderung des ADC-Wertes entscheidend. So konnte gezeigt werden, dass ein initial
hoher ADC-Wert mit einem schlechteren Outcome und einem geringeren ADC-Anstieg verbunden ist (DeVries

et al. 2003).

> Anti-EMMPRIN Antikorper: EMMPRIN steht fur extracellular matrix metalloproteinase inducer und ist auch
bekannt unter CD147; dabei handelt es sich um ein membrangebundenes Glykoprotein, welches eine
Schlusselrolle in der Tumorprogression spielt (Shah et al. 2012).

® TRA-8 ist ein monoklonaler Antikorper, der an den death-receptor 5 bindet und damit die Apoptose
induziert
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Insgesamt ist die beobachtete Kohorte zu klein und der Beobachtungszeitraum nach Chemotherapie zu kurz,
um genauere Informationen aus den erhobenen Daten gewinnen zu kénnen. Es kann aber geschlussfolgert
werden, dass die Therapieerfolge des sc-Modells im endogenen Tumormodell nicht erzielt werden kénnen.
Dieses Ergebnis wurde erwartet und bestatigt die Annahme, dass ein endogenes Tumormodell, welches die
humanen Konditionen widerspiegelt, ein schlechtes Outcome in chemotherapeutischen Studien zeigt. Jedoch
muss die geringe Fallzahl der untersuchten Tiere bericksichtigt werden. Da aber bereits anhand der kleinen
Fallzahl ein Nichtansprechen der Gemcitabin-Therapie im endogenen Mausmodell abzusehen ist und ein
Ansprechen auf Gemcitabin im sc-Tumormodell gezeigt werden konnte, ist gleichwohl davon auszugehen,
dass die hier untersuchten endogenen Tumormodelle geeignete Modelle fiir weitere praklinische
Therapiestudien des PDACs darstellen. Insbesondere im endogenen Tumormodell erscheint eine
longitudinale und multimodale Bildgebung notwendig, um friihzeitige Anderungen in der Tumorkomposition
zu detektieren und Responder von Non-Respondern zu unterscheiden.

Auch andere Studien zeigen, dass durch Kombination von anatomischen Daten aus CT oder MRT mit
funktionellen Daten aus dem PET meist eine genauere Aussage beziiglich Tumorrespons getatigt werden

kann - so beispielsweise Shah et al. (Shah et al. 2012).

6.7  SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die Tumoren der endogenen Mausmodelle sind sehr heterogen in ihrem Erscheinungsbild. Sie kdnnen mittels
multimodaler Bildgebung, wie die histologische Korrelation belegt, zuverlassig identifiziert werden. Alle in
dieser Dissertationsarbeit verwendeten Methoden, bis auf das 18F-FLT-PET, eignen sich hierfir. Anhand der
multimodalen MRT-Untersuchung und der ®F_FDG-PET konnten solide und zystische Anteil, sowie Nekrosen
abgegrenzt werden. Durch Fusion der T2-MRT und ®E_FDG-PET kénnen noch prazisere Analysen gemacht und
bereits kleinere Tumore ausgewertet werden. Das DWI-MRT erlaubte Aussagen Uber die Zellularitat.

Zur ldentifizierung und Charakterisierung des PDACs stellt ein multimodales Bildgebungskonzept, bestehend
aus T2-MRT, DWI-MRT und 18F-FDG-PET, folglich ein geeignetes Werkzeug dar. Der BEFLT Tracer erscheint
nur bei ausgewadhlten hoch-proliferativen endogenen Tumoren zur Bildgebung einsetzbar; diesbeziiglich sind
weitere Untersuchungen notwendig. Zur Verlaufsbeobachtung scheint ebenfalls eine multimodale Bildgebung
notwendig um so frithzeitige Anderungen der Tumormorphologie zuverldssig zu erkennen. Beziiglich der
Auswahl der Bildgebungsmethode fiir Therapiestudien kann anhand der vorliegenden Daten noch keine
abschlieRende Aussage getatigt werden. Das BE-FDG-PET zeigt in den s.c. implantierten Tumoren sehr gute
Resultate, bei den endogenen Tumoren ist anhand der vorliegenden Daten noch kein eindeutiger Trend
erkennbar. Eine Therapiestudie mit einer groReren Kohorte sollte daher unbedingt folgen. Gleiches gilt fir die
Volumenbestimmung im T2-MRT. Des Weiteren sollte eine line-scan-DWI in das MRT-Scanprotokoll
aufgenommen werden. Hierbei wird nur eine Linie pro Repetitionszeit angeregt, eine zweite Fourier-

Transformation in der Phasenkodierrichtung ist hierbei nicht notwendig. Suszeptibilitatsartefakte, die
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aufgrund der Phasenverschiebung zu Fehllokalisierung des Signals fiihren, werden somit unterbunden. Dies
ermoglicht eine ADC-Wert-Messung auch an s.c.-Tumoren. Dariliber hinaus sollte eine KM-Untersuchung in
das MRT-Scanprotokoll aufgenommen werden. Anhand der DCE-MRT konnten weitere Kenntnisse
hinsichtlich der Tumorkomposition erlangt werden. Bereits mehrere Studien haben eine DCE-MRT in
Tiermodellen erfolgreich getestet (Braren et al. 2011; Li, S. P. und Padhani 2012). Dariber hinaus wurden in

Therapiestudien Nekrosen mittels DCE-MRI sicher identifiziert (Braren et al. 2011).
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) gehért immer noch zu den Erkrankungen mit sehr
schlechter Prognose. Trotz enormer Forschungsanstrengungen ist es bislang nicht gelungen, die Erfolge
praklinisch getesteter Substanzen auch in klinischen Studien zu erzielen. Ursachlich hierfiir ist unter anderem
die Nutzung ungeeigneter Tumormodelle, die nicht die komplexe Heterogenitdt des humanen PDACs
widerspiegeln. Ein detailliertes Wissen des spontanen Verlaufes der Tumorprogression ist wichtig zur

korrekten Interpretation von spontanen und therapieinduzierten oder physiologischen Veranderungen.

In dieser Arbeit wurden verschiedene endogene und transplantierte Tumore des PDACs im Mausmodell
mittels multimodaler nicht-invasiver Bildgebung untersucht. Dabei wurden anatomische und funktionelle
Informationen aus T2-MRT, DWI-MRT sowie E_FDG- und '®F-FLT-PET gewonnen und ausgewertet. 1.) Alle
Modalitaten, bis auf das 18F-FLT-PET, konnten die soliden Tumoren identifizieren. Das “*F-FLT-PET zeigte nur
bei einem sarkomatoid-anaplastischen Tumor einen erkennbaren 18F-FLT-Uptake. 2.) Das s.c. Tumormodell
zeigte einen homogenen Verlauf in der Volumenzunahme und der T/M-Ratio im 18F—FDG—PET; die DWI-MRT
war aufgrund der starken Suzeptibilitatsartefakte (bei subkutaner Lage mit angrenzender Luft) nicht
verwertbar. Die endogenen Modelle zeigten sich sehr heterogen mit interindividuellen Schwankungen
innerhalb einer genetischen Gruppe. In einem fortgeschrittenen Tumorstadium traten im endogenen, nicht
aber im transplantierten Tumormodell, Aszites, Pleuraerglisse und Metastasen auf. 3.) Nekrosen konnten
mittels T2-MRT, DWI-MRT sowie ®F_FDG-PET abgegrenzt werden. 4.) Ein multimodales Bildgebungsprotokoll
ist notwendig, um moglichst genaue Aussagen bzgl. Tumorkomposition und frihes Ansprechen auf
Chemotherapeutika zu ermoglichen.

In einem Therapieversuch mit dem Standardchemotherapeutikum Gemcitabin konnte im s.c. Tumormodell
gezeigt werden, dass sowohl die T2-MRT wie auch das ®FFDG-PET geeignete Modalitaten zur Beurteilung
eines Therapieansprechens sind. Therapieversuche im endogenen Modell zeigten kein eindeutiges
Ansprechen auf Gemcitabin. Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich nochmals die Wertigkeit des endogenen
Modells, welches bei geringer Ansprechrate (vergleichbar der humanen Situation bei ca. 10%) und
heterogenem Spontanverlauf, eine individuelle Korrelation von Bildgebung, klinischem Verlauf und Histologie

erfordert.

Eine Weiterfihrung der Versuche unter Einbeziehung der modifizierten DWI-MRT im s.c. Tumormodell sollte
zunéchst die Aussagekraft der DWI-MRT fir die Frage der Therapierespons eruieren. AnschlieRend sollte eine
grolRe kontrollierte Doppelblind-Therapiestudie am endogenen Mausmodell folgen, welche mittels
longitudinaler und multimodaler Bildgebung (T2-MRT, DWI-MRT, DCE-MRT und 18F-FDG-PET) evaluiert
werden sollte. Daran ankniipfend kénnen dann weitere potentielle Chemotherapeutika an dem etablierten
Mausmodell und dem etablierten Bildgebungsprotokoll getestet und auch beim Menschen angewandt

werden.
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IV. KURZZUSAMMENFASSUNG

MULTIMODALE BILDGEBUNG ZUR TUMORCHARAKTERISIERUNG UND THERAPIEKONTROLLE IN ENDOGENEN UND
TRANSPLANTIERTEN MAUSMODELLEN DES PANKREATISCH DUKTALEN ADENOKARZINOMS

Ein subkutan implantiertes und vier endogene Mausmodelle des pankreatisch duktalen Adenokarzinoms wurden mittels
T2-MRT, DWI-MRT und PET longitudinal beobachtet. Die Tumore des subkutanen Tumormodells zeigten sich homogen
mit einem guten Ansprechen auf Gemcitabin. Die endogenen Modelle zeigten sich duRerst heterogen und dem humanen
pankreatisch duktalen Adenokarzinom sehr dhnlich. Mittels des angewandten multimodalen Bildgebungsprotokolls

konnte die Tumorentwicklung, die Tumorkomposition und die metabolische Aktivitat beurteilt werden.

MULTIMODAL IMAGING FOR TUMOR CHARACTERIZATION AND THERAPY RESPONSE MONITORING OF ENDOGENOUS
AND TRANSPLANTED PANCREATIC DUCTAL ADENOCARCINOMA MOUSE MODELS

One subcutaneous and four endogenous mouse models of pancreatic ductal adenocarcinoma were monitored
longitudinally by T2-MRI, DWI-MRI and PET. The tumors of the subcutaneous mouse models were homogeneous with a
good response to Gemcitabine. The tumors of the endogenous mouse models were quite heterogeneous and highly
similar to the human pancreatic ductal andenocarcinoma. By using the multimodal imaging tool it was possible to assess

the tumor development, the tumor composition and the metabolic activity.
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