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Abkurzungsverzeichnis

CAF Cancer-associated Fibroblasts (krebsassoziierte Fibroblasten)
CT Computertomographie
FAPI Fibroblast Activation Protein Inhibitor
FDG Fluordesoxyglukose
FOLFIRINOX Chemotherapieschema zur Behandlung des Pankreaskarzinoms
Ga Gallium
ICI Immune Checkpoint Inhibitor
IL-6 Interleukin-6
IPMN Intraduktal papillar-muzinése Neoplasie

KRAS, TP53, SMAD4, CDKN2A - Bezeichnungen fiir spezifische Gene oder Proteine, die

haufig in Bezug auf Krebsmutationen erwahnt werden

MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
MRT Magnet-Resonanz-Tomographie
MR-HIFU Magnetresonanzgesteuerter hochintensiver fokussierter Ultraschall
NK-Zellen Naturliche Killer Zellen
PanIN Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie
PDAC Pankreatisches Duktales Adenokarzinom
PET/CT Positronen-Emissions-Tomographie / Computertomographie



1. Zusammenfassung

Das murine duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) Tumormodell, basierend auf subkutan
implantierten DSL-6A/C1 Zellen, wurde in der vorliegenden Promotionsarbeit in mannlichen
Lewis-Ratten etabliert und durch eine umfassende multiparametrische Analyse charakterisiert.
Die DSL-6A/C1-Tumore wurden hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens untersucht, wobei
hier ein sehr heterogenes Wachstum beobachtet wurde. Dartber hinaus wurden die Tumore
histologisch analysiert, um PDAC-Merkmale zu studieren. Hier wurden einerseits entartete
duktale Zellen, wie sie typischerweise bei PDAC vorkommen und Krebs-assoziierte
Fibroblasten (CAF) nachgewiesen. Die Tumor-Mikroumgebung wurde ebenfalls auf das
Vorkommen von Immunzellen untersucht, wobei sich eine erhéhte Pravalenz von CD4+ T-
Zellen und eine reduzierte Anzahl an B-Zellen und Naturliche Killer (NK-) Zellen fand. Die
multiparametrische = MRT-Bildgebung wurden verwendet, um das Signal- und
Kontrastmittelanreicherungsverhalten des Tumormodells zu studieren, wobei sich eine im
Verlauf zunehmende zentrale Nekrose und eine zunehmend randstandige
Kontrastmittelaufnahme zeigte. In der %Ga-Fapi-46 PET/CT konnte eine starke
Traceraufnahme im Tumorgewebe beobachtet werden, was fir eine hohe Dichte an CAF
spricht. Wir haben in der vorliegenden Studie gezeigt, dass das DSL-6A/C1-Tumormodell
somit aufgrund seiner hohen Tumorigenitat, TumorgréRe und CAF-Dichte eine geeignete
Alternative zu etablierten Kleintiermodellen fir viele Formen praklinischer Analysen und

therapeutischer Studien des PDAC darstellen kann.

2. Einleitung

2.1. Das duktale Pankreaskarzinom im Menschen

Das duktale Pankreaskarzinom ist mit einer 5 Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit von unter
5% einer der letalsten Tumore des Menschen, an dem pro Jahr in Deutschland ca. 20.000
Personen erkranken 2. In vielen Tumorentitdten konnten in den letzten Jahren deutliche
Therapiefortschritte erzielt werden, das Pankreaskarzinom weist aber weiterhin eine hohe
Letalitat auf, die insbesondere auf die spate Diagnosestellung und die friihe Metastasierung

zurlickzufiihren ist 3.

2.1.1. Atiologie und Pathophysiologie
In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Ausldsemechanismen der Entstehung des
duktalen Pankreaskarzinoms diskutiert und identifiziert. Insbesondere wurde fir das aktive
Rauchen von Tabak schon frihzeitig eine positive Korrelation zur Entstehung von
Pankreaskarzinomen herausgearbeitet *. Ein weiterer Lebensstilfaktor, welcher mit einer

erhohten Wahrscheinlichkeit ein Pankreaskarzinom zu entwickkeln verbunden ist, ist der
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Konsum von Alkohol®. Hier ist einerseits der Alkohol als direkte toxische und kanzerogene

Noxe zu nennen, jedoch vor allem auch dessen Folge bei chronischem Alkoholkonsum, die
chronische Pankreatitis . Bei letzterer kommt es durch die chronische Entziindungsreaktion
im Pankreasgewebe zu einer konstanten Freisetzung von Zytokinen und anderen
Entziindungsfaktoren, welche hier im Verlauf die Entstehung eines Tumors begiinstigen ’.
Dariiber hinaus haben Menschen mit Ubergewicht und Diabetes ebenfalls ein erhdhtes Risiko
ein Pankreaskarzinom zu entwickeln 8. Andere Lebensstilfaktoren wie der erhéhte Konsum
von rotem Fleisch haben zwar mediale Aufmerksamkeit erhalten, jedoch ist hier die aktuelle
wissenschaftliche Studienlage durchaus widerspriichlich °. Neben diesen grundsétzlich
individuell modifizierbaren Faktoren, die ein erhéhtes Karzinomrisiko bedeuten kénnen, gibt
es weitere Ausloser fur duktale Pankreaskarzinome. Hier sind in erster Linie das Alter und
Geschlecht zu nennen. Grundséatzlich ist das duktale Pankreaskarzinom eher eine Erkrankung
des hoheren Alters. 90% der Neudiagnosen erfolgen in Patienten die alter als 55 Jahre alt
sind, hiervon hauptsachlich in der 7. und 8. Lebensdekade °. Die Inzidenz ist hierbei in
Mannern hoher als in Frauen .

Hinsichtlich der Pathogenese wurden verschiedene Mutationen und Vorlauferlasionen
identifiziert, die mit der Entstehung des Pankreaskarzinoms verbunden sind. Im ersten Schritt
stehen hier zum Teil grundsétzlich heilbare L&sionen, aus denen im Verlauf duktale
Pankreaskarzinome entstehen kénnen. Hier sind vor allem die intraepthitelialen Neoplasien
(PanIN) und die intraduktalen papillaren muzinésen Neoplasien (IPMN) zu nennen '2.
Molekularpathologisch ~ liegen  hier oftmals  Mutationen in  Onkogenen und
Tumorsupressorgenen vor. Insbesondere KRAS als Onkogen und CDKNZ2A, TP53 und
SMAD4 als Tumorsupressorgene sind hier zu nennen, welche bisher in zahlreichen
praklinischen und klinischen Studien untersucht wurden '3, Darlber hinaus sind jedoch auch
andere Mutationen wie beispielsweise die Methylierung von Histonen oder der DNA urséachlich
fur die Entstehung von Pankreaskarzinomen '*1°,

Ein weiterer Faktor, der die Tumorentstehung und das Tumorwachstum begtinstigt findet sich
im Tumormikromilieu, welches immunologische Veranderungen wie beispielsweise ein
vermehrtes Auftreten von immunsuppressiven, regulatorischen T-Zellen aufweist, welche die
Immunreaktion im Tumorgewebe reduzieren und von tumor-assoziierten Makrophagen, die IL-
6 sezernieren und Tumorvorstufen hierdurch stimulieren . Weiterhin sind hier CAF zu
nennen, welche in den letzten Jahren zunehmend im Rahmen der Forschung ins Licht geriickt
sind, da sie eine entscheidende Rolle im Verlauf der Tumorentwicklung zu spielen scheinen
7. Diese Zellen sind hauptsachlich fiir das dichte Tumorstroma verantwortlich und scheinen
gleichzeitig, Uber die Interaktion mit dem Immun-Mikromilieu zum Teil Tumor-unterdrickende
und stimulierende Eigenschaften zu besitzen, welche sie in den letzten Jahren zunehmend im

Rahmen praklinischer und klinischer Studien in den Fokus haben riicken lassen '®1°.



2.1.2. Bildgebung als Methode der Diagnostik
Die weiterhin hohe Letalitdt des Pankreaskarzinoms ist vor allem dadurch bedingt, dass die
Diagnosestellung meist erst im Stadium der Metastasierung erfolgt. Nur 11% der Patienten
haben bei Diagnosezeitpunkt einen lokale begrenzten, resezierbaren Befund innerhalb des

2021 Da die Uberlebensrate vornehmlich von der TumorgrdRe, Infiltration

Pankreas
umgebender Strukturen sowie dem Vorliegen einer Metastasierung abhéangt, ist es
unabdingbar, das Screening und die Friherkennung des duktalen Pankreaskarzinoms zu
verbessern %,
Bei Symptomen wie schmerzlosem lkterus oder Abdominalschmerzen erfolgt oftmals initial ein
abdomineller  Ultraschall, welcher die kostengunstigste und  weitverbreitetste
Diagnosemdglichkeit des Pankreaskarzinoms darstellt. Hinweise auf ein Pankreaskarzinom
kdénnen hier eine abzugrenzende Raumforderung innerhalb des Pankreas oder eine Dilatation
des Hauptgallengangs sein. Aufgrund der relativ geringen Sensitivitat und der grundsatzlichen
Notwendigkeit einer weiterfihrenden Schnittbildgebung zum Ausschluss etwaiger Metastasen
zur Therapieplanung, ist in den deutschen Leitlinien die CT oder MRT des Abdomens als
Standard definiert 2. CT und MRT zeigen eine dhnliche Sensitivitdt und Spezifitat, wobei
aufgrund der héheren Kosten und langeren Dauer initial oft die CT vorgezogen wird und die
MRT oftmals in der CT isodensen oder unklaren Lasionen vorbehalten ist. AuBerdem bewahrt
sich die MRT, insbesondere die MRCP vor allem in der Klassifikation zystischer
Pankreaslasionen und bei Gallengangsanomalien. Typischerweise stellen sich duktale
Pankreaskarzinome in der MRT im Vergleich zum normalen Pankreasparenchym hypointens
in der T1 dar mit verzdgerter Kontrastmittelaufnahme in der Kontrastmitteldynamik und
assoziierter Diffusionsstdrung in der DWI %%, Die diagnostische FDG-PET/CT ist aktuell kein
Standard im Rahmen des Stagings von
Pankreaskarzinomen. Dennoch kann sie, insbesondere bei in der CT und MRT unklaren
Befunden oder im postoperativen Setting aufgrund der Nuklidmehrbelegung in
stoffwechselaktivem Tumorgewebe einen Mehrwert bieten und hier Hinweise auf eine maligne
Grunderkrankung liefern 2°. Der Nachteil des FDG-PET/CT ist allerdings seine fehlenden
Spezifitdt hinsichtlich der zu Grunde liegenden Grunderkrankung: Einerseits ist eine
Nuklidmehranreicherung im Pankreas auch bei entziindlicher Genese oder gerade im
postoperativen Setting rein reaktiv mdglich %, andererseits ist auch die Art der malignen
Grunderkrankung keineswegs eindeutig, da die meisten Tumore einen erhdhten
Nuklidstoffwechsel aufweisen und hier keineswegs sicher ist, dass es sich um ein duktales
Pankreaskarzinom handelt. Hier bietet die ®®Ga-FAPI-PET/CT einen relativ neuen Ansatz, da
hier CAFs als Target dienen, die ausschlie3lich tumorassoziiert auftreten und hier somit eine
Differenzierung zwischen Tumor und Entziindung bzw. reaktiven Veranderungen zulassen ’.
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Die °Ga-FAPI-PET/CT ist hierdurch in den letzten Jahren zunehmend in den
wissenschaftlichen Fokus gertckt und bietet aufgrund ihrer Spezifitdt nicht nur eine

verbesserte Diagnosemdglichkeit, sondern ebenfalls einen potenziellen Behandlungsansatz
28

2.1.3. Aktuelle Behandlungsstrategien
Die aktuell einzige kurative Therapieoption besteht in der Resektion des Tumors sowie der
angrenzenden  Strukturen, meist in Form einer pyloruserhaltenden partiellen
Duodenopankreatektomie, jedoch ist bei Diagnosestellung nur bei 15-20% der Patienten eine
kurative Operabilitdt gegeben %. AnschlieRend erfolgt meist eine adjuvante Chemotherapie
nach dem FOLFIRINOX-Regime, welche aus Irinotecan, Oxaliplatin, Folsdure und 5-Fluouracil
besteht. Diese kann auch neoadjuvant erfolgen, um eine sekundare Resektabilitat
herzustellen. Wenn der Tumor vollstdndig entfernt werden konnte, liegt das mediane
Uberleben bei ca. 38 Monaten und bei sekundarer Resektion nach erfolgter Chemotherapie
liegt das mediane Uberleben bei ungefahr 25 Monaten *°. Im palliativen Setting ist ebenfalls
FOLFIRINOX das Mittel der Wahl und, sofern dies vom Patienten nicht toleriert wird, kann eine
Kombination aus Gemcitabin und nab-Paclitaxel verabreicht werden . Im palliativen Setting
sinkt die mittlere Uberlebensrate drastisch auf 6 bis 9 Monate 3'32. Dariiber hinaus existieren
noch zielgerichtete Therapien, welche beispielsweise bei Patienten mit einer BRCA1/2-
Keimbahnmutationen angewendet werden koénnen. Hier kann als Erstlinientherapie
platinbasierte Chemotherapeutika eingesetzt werden und als Erhaltungstherapie Olaparib

eingesetzt werden 3. Allerdings weisen diese Mutation nur unter 10% der Patienten auf 342°.

2.1.4. Neue mogliche Therapieansatze

Da das Pankreaskarzinom weiterhin einer der lethalsten Tumore darstellt, sind neue
Therapieansétze notwendig, um das mediane Uberleben der Patienten zu erhéhen.

Da uber 90% der PDAC-Patienten eine KRAS-Mutation aufweisen, besteht hier seit Jahren
ein hohes Interesse die Therapiemdglichkeiten mittels targeted therapy an dieser Schnittstelle
zu verbessern ', In den letzten Jahren wurde hier beispielsweise der erste Inhibitor der G12D-
Mutation untersucht, welcher in vitro und in vivo bisher vielversprechende Ergebnisse zeigt *°.
Jedoch liegen aufgrund der spaten Diagnosestellung des Pankreaskarzinoms bei vielen
Patienten sekundare Mutationen vor, welche die zielgerichtete Therapie eines einzelnen Gens
schwierig gestalten. Neben KRAS sind hier vor allem TP53, SMAD4 und CDKN2A zu nennen,
welche alle fiir Proteine kodieren, die an der Tumorprogression beteiligt sind 3.

Neben dem Eingriff auf Genomebene und den daraus exprimierten Proteinen ist, wie bei vielen

anderen Tumorentitdten in den letzten Jahren, die Therapie mittels Immuncheckpoint-
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Inhibitoren (ICI) zunehmend in den Fokus gerickt. Insbesondere bei Melanom und
Kleinzelligem Lungenkarzinom konnten hier in den letzten Jahren deutliche Verbesserungen
fiir die Patienten erreicht werden *”. Jedoch konnten diese positiven Effekte bisher in Patienten
mit PDAC nicht reproduziert werden. Beispielsweise zeigte eine klinische Studie mit dem anti-
CTLA-4 Antikérper Ipilimumab kein signifikantes Therapieansprechen *. Ahnlich verlief es in
einer Phase-1 Studie mit Pemprolizumab als anti-PD-1 Antikdrper *°. Da das Stroma des
duktalen Pankreaskarzinoms insgesamt eine herunterregulierte Immunzellpopulation besitzt,
ist ein weiterer Therapieansatz, diese initial mittels Chemotherapie zu stimulieren und
vermehrt CD4+ und CD8+ Zellen zum Migrieren in die Tumorumgebung zu stimulieren und
dieses mit ICl zu behandeln. Bei anderen Tumorentitaten wurden hier durchaus erfolge in der
Therapie erzielt, jedoch scheinen diese sich nicht in PDAC-Patienten zu bestétigen “°. Dies
alles zeigt, dass weiterhin ein hoher Bedarf besteht, die Pathomechanismen in der Entstehung
des Pankreaskarzinoms besser zu verstehen, um geeignetere Behandlungsansatze zu
entwickeln.

Neben der Verbesserung der medianen Uberlebenszeit als quantitativer Fokus, ist allerdings
auch die Verbesserung der Lebensqualitdt ein entscheidender Faktor. Hier werden neue
Therapiekonzepte erprobt, um die Symptome sowie die Tumorlast zu reduzieren.
Insbesondere bei Tumoren im Pankreaskopf haben die Patienten oftmals ausgepragte
Schmerzen, die nicht immer konservativ behandelbar sind *'. Neben den aktuellen etablierten

invasiven Methoden wie Coeliacusblockade *?

ist die MRT gesteuerte, ultraschallbasierte
Ablation des Pankreas eine neue mdgliche non-invasive Behandlungsmethode, um die
Tumorlast zu reduzieren und mittels Ablation der lokalen Nervenstrange die Schmerzen zu
senken. Diese Methode erzielte in einer Machbarkeitsstudie im Schweinemodell gute
Ergebnisse und wird aktuell am Universitatsklinikum Koéln in einer klinischen Studie erprobt

wird #3.
2.2. Das duktale Pankreaskarzinom als Tiermodell

2.2.1. Vorteile von Tumormodellen in Tieren
Praklinische Studien anhand in-vivo Tumormodellen in Tieren bieten einzigartige Vorteile
gegenuber in-vitro Studien, die fur die Erforschung von verschiedenen Krebsentitaten von
entscheidender Bedeutung sind. Einer der Hauptvorteile von Tiermodellen ist ihre
pathophysiologische Relevanz. Tumore sind durch eine komplexe Wechselwirkung zwischen
Krebszellen und der sie umgebenden Mikroumgebung gekennzeichnet und Tiermodelle
ermdglichen die Nachahmung dieser Interaktion in einem lebenden Organismus, was fir das
Verstandnis der Entstehungsmechanismen von Krebs von entscheidender Bedeutung ist *44°.
Hierdurch kénnen Wissenschaftler die Faktoren untersuchen, die bei der Entstehung, dem

Wachstum und der Metastasierung von Tumoren eine Rolle spielen.
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Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit der genetischen Manipulation in Tiermodellen. Die
modernen Technologien erlauben die gezielte Modifikation von Genen in Tumormodellen, um
spezifische Mutationen zu induzieren, wie sie im menschlichen Tumorgewebe vorkommen “°.
Diese genetisch veranderten Modelle bieten nun die Mdglichkeit, einzelne Gene oder
Signalwege in der Tumorentwicklung zu untersuchen und tragen hierdurch wesentlich zum
Verstandnis der molekularen Mechanismen bei, die zur Entstehung und Metastasierung von
Karzinomen filhren 748,

Daraus ergibt sich die Moglichkeit der Bewertung von Therapiestrategien. Praklinische
Tumormodelle bieten eine grundlegende Plattform fiir die Vorab-Testung von Medikamenten
und Behandlungsansétzen. Dies ist insbesondere wichtig flr Patienten mit PDAC, bei denen
die etablierten Therapien oft wenig wirksam sind. In Tiermodellen kdnnen neue Medikamente
und Kombinationstherapien in einem kontrollierten Umfeld getestet werden, um deren
Wirksamkeit und Sicherheit zu bewerten, bevor man sie in klinischen Studien einsetzt 49,
Ferner bieten Tumormodelle den Vorteil der Reduktion von Forschungskosten und -zeit. Im
Vergleich zu klinischen Studien sind sie kosteneffizienter und erméglichen es, Hypothesen
schnell zu testen und vorlaufige Daten zu generieren, ein essenzieller Schritt fur die Planung
und Durchfuihrung umfangreicher klinischer Studien.

Trotz dieser Vorteile ist es wichtig ethische Aspekte bei der Nutzung von Tiermodellen zu
bertcksichtigen. Die Forschung muss sich an strenge ethische Richtlinie halten und
sicherstellen, dass Tiermodelle nur verwendet werden, wenn es keine alternativen Methoden
gibt. AuRerdem miissen die Ergebnisse aus Tiermodellen sorgfaltig auf ihre Ubertragbarkeit

auf den Menschen gepriift werden °'%2,

2.2.2. Murine Pankreaskarzinom-Modelle

Fur Forschungszwecke sind eine Vielzahl von tierischen Pankreaskrebsmodellen bekannt, die
vornehmlich in Mausen etabliert wurden. Eines der am weitesten verbreitete Modelle fur das
duktale Pankreaskarzinom ist die genetisch veranderte KPC-Maus®®. Das KPC-Modell weist
Mutationen in den KRAS- und p53-Genen auf, die ebenfalls im humanen duktalen
Pankreaskarzinom haufig zu finden sind. Dieses Tumormodell zeigt, im Vergleich zum
humanen PDAC ein vergleichbar dichtes Stroma, aber nicht die typisch hohe T-Zell-Dichte des
menschlichen Pankreaskarzinoms auf, was die Verwendung des Tumormodells fir
immunologische Studien einschrankt *.

Ein weiteres breit verwendetes Pankreas-Tumormodell ist die murine syngene Panc02-
Zelllinie, die fur eine breite Palette von immunbiologischen und immuntherapeutischen
Analysen und therapeutischen Studien mit Chemotherapeutika und Checkpoint-Inhibitoren

verwendet wird *°. Obwohl dieses Tumormodell den Phéanotyp eines duktalen
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Pankreaskarzinoms zeigt, fehlt ihm die desmoplastische Reaktion und das typische dichte
Stroma, einer der Hauptgrinde fir die schwache Empfindlichkeit gegenulber
chemotherapeutischen Wirkstoffen bei Patienten mit PDAC .

Dartber hinaus existieren Xenograft-Tumormodelle von menschlichen Pankreaskarzinomen,
die den histologischen Phanotyp besser darstellen als tierische Modelle, aber auch diese
haben verschiedene Einschrankungen, da immunsupprimierte Tiere verwendet werden.
Folglich sind die Reaktion des Immunsystems und Immuntherapien hierauf schwer zu
studieren. Hinsichtlich der CAFs kdnnen Xenograft-Modelle eine zum Menschen differente
Mikroumgebung im Tumorgewebe ausbilden, da murine Fibroblasten aus dem umgebenden
(Maus)spezifischen Wirtsgewebe rekrutiert werden und in die vom Menschen abgeleiteten
Tumoren einwandern 578,

Insgesamt bieten Mausmodelle eine Vielzahl von Vorteilen, wie ihre grundsatzliche genetische
Ahnlichkeit zum Menschen, ihre leicht zu manipulierende Genetik sowie ihrem hohen
Reproduktionsraten. Jedoch weisen sie auch Nachteile auf. Aufgrund der geringen Grof3e der
Tiere und der erhaltenen Tumore ergeben sich, insbesondere fiir interventionelle Therapien
deutliche Limitationen. Beispielsweise sind sie weitgehend ungeeignet fir viele thermische
und mechanische Therapieformen wie die Tumorablation und die ultraschallinduzierte
Histotripsie **%. Hier bieten Rattenmodelle deutliche Vorteile, da hier zum Teil die gleichen
technischen Systeme genutzt werden kénnen, welche auch im Menschen eingesetzt werden
1. Potenzielle Alternativen fiir Studien, die lokale Therapien mittels technischer GroRgeréate
beinhalten, sind Neoplasien, die bei Hamstern durch karzinogene Wirkstoffe erzeugt wurden,
von denen einige eine hohe Tumorigenitat aufweisen, aber einen sehr heterogenen Phanotyp
zeigen und schwer zu kontrollieren sind, was dazu flihrt, dass die Tiere Tumorentitaten in

mehreren Organen neben dem Pankreas entwickeln 2,

2.2.3. Das DSL-6A/C1 Modell

Das DSL-6A/C1 Tumormodell ist urspriinglich aus einem Azinuszellkarzinom entstanden und
erstmals 1993 von Pettengill et al. beschrieben %. Wahrend dieser Transformation gingen
wesentliche Merkmale eines Azinuszellkarzinoms verloren, sodass das DSL-6A/C1
Tumormodell in vivo einen duktalen Phanotyp ausbildet, jedoch genetische Merkmale beider
Tumorentitdten zeigt ®. Die DSL-6A/C1 Tumoren ermdglichen die Bildung groRerer
Tumorvolumen, was es zu einem geeigneten Kandidaten fur Studien macht, die auf
therapeutische Ansatze abzielen, welche in kleinvolumigen Mausmodellen nicht praktikabel
waren. Daruber hinaus besitzt dieses Tumormodell, ahnlich wie das humane duktale
Pankreaskarzinom, ein dichtes Tumorstroma, was das Vorliegen von CAFs nahelegt 536%,

Da dieses Tumormodell bisher nicht systematisch beschrieben wurde, jedoch unter anderem

aufgrund seiner Entstehungsgeschichte einzigartige genetischen Merkmale aufweist und als
14



eines der wenigen duktalen Pankreaskarzinommodelle in der Ratte grundsatzlich von
Interesse in der praklinischen Forschung ist, haben wir in der hier vorliegenden
Dissertationsarbeit das DSL-6A/C1 Tumormodell mittels subkutaner Tumore in Lewis-Ratten
umfassend mittels Wachstumskurven, multimodaler Bildgebung, Immunologie und Histologie
charakterisiert. Hiermit wollen wir einen Beitrag flr weitere praklinische Forschungsprojekte
wie die Behandlung eines Pankreastumors mittels MR-HIFU leisten, um die Prognose von

Pankreaskarzinomen zu verbessern .

2.3. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das duktale Pankreaskarzinom ist, bei vielversprechenden neuen Therapieformen fir ein
groBes Spektrum an Krebsarten, leider weiterhin mit einer sehr schlechten Prognose
verbunden. Viele neue Therapieformen werden hierbei initial in praklinischen Studien an
Tiermodellen erprobt und anschliefend bei Erfolg im Patienten eingesetzt. Jedes dieser
Tiermodelle besitzt aufgrund der unterschiedlichen Gewebetypen gewisse Vor- und Nachteile
und keines hiervon ist in jeder Eigenschaft, wie histologischem Typus, Tumormikromilleu oder
Mutationsspektrum mit einem Pankreaskarzinom im Menschen deckungsgleich.

Ziel dieser Dissertation ist es, das Pankreaskarzinommodell DSL-6A/C1 in der Ratte mit
verschiedenen wissenschaftlichen Methoden zu charakterisieren und somit die Mdglichkeit fur
weitere Forschungsvorhaben zur Verbesserung der Therapieoptionen bei PDAC zu
ermdglichen und die Vor- und Nachteile dieses Tumormodells herauszuarbeiten.

Hierbei werden verschiedene Modalitdten der Charakterisierung eingesetzt. Mittels MRT
werden Signalverhalten und Perfusion dargestellt, die PET/CT dient der Analyse der CAF-
Dichte welche in der histologischen Aufarbeitung validiert wird und mittels immunologischen
Assays arbeiten wir die Zusammensetzung und Quantitat der immunogenen Zellen heraus.
Daruber hinaus dient die Analyse des Wachstumsverhaltens hautsachlich dem Ziel der

technischen Planbarkeit etwaiger praklinischer Versuche.
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Simple Summary: In this study, a rat model of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) was
established and extensively analyzed. The histological examination confirmed that the model dis-
played features of PDAC, such as malformed malignant ductal cells and cancer-associated fibroblasts
(CAFs). The study delved into the tumor microenvironment, revealing a unique immune profile
with increased CD8" cytotoxic T cells, suggesting a stronger anti-tumor immune response. Different
imaging techniques were employed, showing contrast enhancement on MRI and a strong uptake of
%8Ga-FAPI (fibroblast activation protein inhibitor) tracers in tumor tissues. This model’s suitability
for further research in ®®Ga-FAPI imaging and therapeutic approaches was highlighted. While some
limitations exist, such as late-stage edema and heterogeneous growth patterns, this model provides
valuable insights for PDAC studies and potential therapeutic strategies.

Abstract: The DSL-6A /C1 murine pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) tumor model was
established in Lewis rats and characterized through a comprehensive multiparametric analysis to
compare it to other preclinical tumor models and explore potential diagnostic and therapeutical
targets. DSL-6A /C1 tumors were histologically analyzed to elucidate PDAC features. The tumor
microenvironment was studied for immune cell prevalence. Multiparametric MRI and PET imaging
were utilized to characterize tumors, and 68Ga—FAPI—4:6—targeting cancer-associated fibroblasts (CAFs),
were used to validate the histological findings. The histology confirmed typical PDAC characteristics,
such as malformed pancreatic ductal malignant cells and CAFs. Distinct immune landscapes were
identified, revealing an increased presence of CD8" T cells and a decreased CD4" T cell fraction
within the tumor microenvironment. PET imaging with ®Ga-FAPI tracers exhibited strong tracer
uptake in tumor tissues. The MRI parameters indicated increasing intralesional necrosis over time
and elevated contrast media uptake in vital tumor areas. We have demonstrated that the DSL-6A /C1
tumor model, particularly due to its high tumorigenicity, tumor size, and ®®Ga-FAPI-46 sensitivity, is

18

Cancers 2024, 16, 1535. https:/ /doi.org/10.3390/ cancers16081535

https:/ /www.mdpi.com/journal/cancers



Cancers 2024, 16, 1535

20f17

a suitable alternative to established small animal models for many forms of preclinical analyses and
therapeutic studies of PDAC.

Keywords: pancreatic cancer; DSL-6A /C1; magnetic resonance imaging; FAPI; cancer-associated

fibroblasts; murine tumor model

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive cancer enti-
ties, causing about 130,000 deaths in Europe per year and 4.2% of cancer-related deaths
worldwide [1,2]. While the mean time of survival for other types of cancer has improved
over the past years thanks to new therapeutic options, the 5-year survival rate for PDAC
has remained low at 6% [3,4]. Due to a lack of symptoms and the early onset of metastases,
PDAC is commonly diagnosed in a vast majority of patients at a late stage. The tumor tissue
of PDAC is poorly perfused and characterized by a dense stroma with a high density of
cancer-associated fibroblasts (CAFs). Poor drug penetration is therefore one of the reasons
for the therapy resistance and poor response of PDAC [5-7].

Clinical diagnoses and staging are currently performed with Computed Tomography
(CT) and Magnetic Resonance Imaging (MRI) [8]. CT is currently the primary imaging
modality for initial diagnosis with an evaluation of the contrast agent uptake in the arterial
and portal venous phase. Due to low perfusion and dense stroma, PDAC nodules appear
to be hypointense in the arterial phase after contrast injection compared to the surrounding
pancreatic tissue. The proper detection of small lesions or lesions that appear to be iso-
dense to the surrounding tissue is challenging [9-11]. In this context, we recently showed
that new energy-resolving CT systems, which provide for example iodine concentration
maps, offer improved diagnostics of PDAC [12]. Magnetic Resonance Imaging (MRI)
offers high-contrast soft tissue images based on different contrast mechanisms, such as T
and T, T>* weighted images, quantitative T; and T, maps, [13-15], diffusion-weighted
images (DWIs) [16], perfusion, or dynamic contrast-enhanced images, allowing us to assess
pharmacokinetic parameters [17,18]. Hence, MRI is an essential tool to gain in-depth
knowledge about tissue properties and the tumor microenvironment and is suitable for
monitoring therapy responses [19].

Due to the typically dense stroma in PDAC resulting from a high number of CAFs
in the tumor tissue, imaging using Positron Emission Tomography (PET) tracers based
on a %8Gallium (®®Ga)-labelled fibroblast activation protein inhibitor (FAPI) has gained
increasing importance in recent years [20]. Besides presenting a biomarker for tumor
detection, CAFs are gaining increasing importance as targets of potential therapeutic
options for PDAC due to their function as promoters of tumor growth, as well as immune
suppression [21]. CAF imaging with ®®Ga-FAPI PET/CT allows for improved detection
of smaller lesions and an improved differentiation of PDAC from inflammatory processes
compared to '8F-FDG-PET [22,23].

Research on new therapeutic options, as well as new imaging methods, for PDAC rely
on a representative animal model mimicking the pathology that is observed in patients. For
research purposes, a variety of animal pancreatic cancer models are known, mainly in mice.
One of the most widely used models for PDAC is the genetically engineered KPC mouse,
developed in 2005 [24]. The KPC model shows mutations in the KRAS and p53 genes that
are typical for human PDAC, as well as a comparable dense stroma but lacks the typically
high T cell density of human PDAC, limiting the use of the tumor model for immunological
studies [25]. Another widely used PDAC tumor model is the murine syngeneic Panc02
cell line which is used for a wide range of immunobiological and immunotherapeutic
analyses and therapeutic studies using chemotherapeutics and checkpoint inhibitors [26].
Although this tumor model shows a PDAC phenotype, it lacks a desmoplastic reaction,
which is one of the main reasons for the weak sensitivity to chemotherapeutic agents in
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human patients [27]. In addition, xenograft tumor models from human PDAC represent the
histological phenotype better than homograft animal models, but they also have various
limitations, as immunosuppressed animals are used. Consequently, immune therapies, as
well as the response of the immune system to therapies, are difficult to study. With respect
to CAFs, xenograft models may form a different microenvironment in the tumor tissue, as
murine fibroblasts are recruited from the surrounding host tissue and migrate into a human-
derived tumor [28,29]. Furthermore, donor tissue can only be obtained from resectable
human PDAC, for which only a minority of patients are eligible [30]. Moreover, as most
of the established tumor models are grown in mice, their small tumor volume presents a
challenge for performing therapeutic studies employing device-based physical therapies
using radiofrequency, microwave, or high-intensity focused ultrasound [24,26,31]. Potential
alternatives in larger animals for studies involving local therapies include neoplasms
produced by carcinogenic agents in hamsters, some of which have high tumorigenicity,
but show a very heterogeneous phenotype and are difficult to control, resulting in animals
developing tumor entities in several organs besides the pancreas [32].

As a result of the above limitations, PDAC models in rats appear promising for
studying certain therapeutic approaches which require larger tumor volumes or certain
tissue and growth properties. In this study, we characterize the DSL-6A /C1 tumor model in
detail, a pancreatic ductal cell line in the rat arising from a DSL-6 acinar cell carcinoma that
was first described by Pettengill et al. in 1993 [33]. In particular, we use multiparametric
MRI, FAPI-PET/CT, as well as histology and immunological and growth analysis of the
DSL 6A/C1 PDAC tumor model to highlight its advantages and disadvantages compared
to other tumor models.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Male Lewis rats were obtained from Charles River (Sulzfeld, Germany) and main-
tained in standard housing at 20-24 °C and 12 h light/12 h dark cycles. All animals were
provided with water and food ad libitum. All animal experiments were conducted in
accordance with local institutional guidelines and approved by the LANUV (Landesamt
fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz, Northrine-Westphalia, Germany).

2.2. Cell Line and Culture

The rat pancreatic ductal adenocarcinoma DSL 6A/C1 cell line derived from the
DSL-6 acinar cell carcinoma was purchased from CLS (Cell Lines Service GmbH, Eppel-
heim, Germany) and cultured in Waymouth’s medium (Thermo Fisher Scientific, Schw-
erte (Northrine-Westphalia), Germany). The cell culture medium was supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS; Thermo Fisher Scientific), penicillin G
(100 U/mL), and streptomycin (100 pg/mL). The cells were incubated at 37 °C in humidi-
fied air with 5% CO,. The medium was replaced twice weekly, and cells were maintained
by serial passaging after trypsinization with Trypsin 0.5%/EDTA 0.2% in PBS.

2.3. Tumor Induction and Growth Measurement

For the creation of the tumors, male Lewis rats, 6-8 weeks of age, were anesthetized
using a mixture of 3-5% isoflurane and oxygen. Meloxicam (0.5 mg/kg, s.c.) and metami-
zole (100 mg/kg, s.c.) were used as a pain medication. Then, 107 DSL-6A /C1 cells were
suspended in Matrigel and Waymouth medium (1:1, final volume 100 uL) and injected s.c.
into each hindleg. Tumor dimensions were determined every second day by measuring the
length (1), width (w), and depth (d) using a caliper, and the tumor volume was calculated
using the formula V = 0.5 x 1 x w x d. In addition, tumor volumes were determined
every second week using MRI with segmentations of T2-weighted images performed with
ITK-SNAP [34]. In another group of 10 female Lewis rats, we did not observe any tumor
growth over the time span of 5 months.
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2.4. Euthanasia, Tissue Collection, and Histology

Euthanasia was performed in adherence to ethical standards and animal welfare con-
siderations. The endpoint for each animal was determined by one or more of the following
criteria: tumor size in one dimension exceeding 3 cm or manifestation of wasting syn-
drome. Some animals, especially in the slow-growing tumor group, had to be euthanized
according to local COVID-19 restrictions. After euthanasia, tumors were extracted and
fixed in 4% buffered formalin for 48 h prior to paraffin embedding. Sections were cut at
3 um thickness. Representative sections were stained with Hematoxylin and Eosin (H&E)
and analyzed for cancer-associated fibroblasts using a transmitted-light phase-contrast
microscope (Zeiss Axioskop 2, Carl Zeiss, Jena (Thuringia), Germany).

2.5. Magnetic Resonance Imaging

After tumor cell injection, the animals underwent MRI monitoring every second
week until euthanasia. The scans were acquired using a clinical 3.0 T MRI (Achieva®,
Philips Healthcare, Best (North Brabant), The Netherlands) with a dedicated animal bed
and ventilation setup embedded in an eight-channel receive-only rat body coil (RAPID
Biomedical, Rimpar (Bavaria), Germany). The animals were anaesthetized with a mixture
of isoflurane and oxygen before and during image acquisition, with the dose of isoflurane
being adjusted to establish a therapeutically adequate anesthetic depth, while maintaining
stable respiratory cycles. The hind legs of the animals were naturally cocked to the sides,
resting between the lower abdomen and the side of the animal bed, close to the coil center
and the magnet isocenter.

Tumors were localized with a transverse Tr-weighted 2D turbo-spin echo (acronym
T2TSE) sequence covering the animal roughly from the lower abdomen to the lower leg.
Quantitative and contrast-enhanced acquisitions were recorded at selected time points
(three time points are illustrated below). The following scans were obtained in the same
reduced FOV of 60 x 60 x 21 mm?. For quantification of T,, a multi-slice turbo-spin echo
sequence (acronym T2MAP) was acquired. Based on a Look-Locker-related acquisition
(Ref Look-Locker), data for T; relaxation mapping was obtained (acronym TIMAP) [35].
Dynamic contrast-enhanced (DCE) imaging was recorded based on a 3D FFE sequence.
All relevant sequence parameters are listed in Table 1. Contrast agent (Clariscan™, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) was injected during the 15th dynamic acquisition using an
automatic pump and an infusion line via the tail vein (0.2 mmol/kg bodyweight).

Table 1. Summary of MRI scanning parameters.

Protocol TSE2D FFE2D T2MAP TIMAP DCE
Sequence Type 2D TSE 2D FFE 2D TSE IR Look-Locker 3D FFE
TE (ms) 30 4.8 6.25+n x 25 37 2.8
TR (ms) 12117 230 11970 8000 6
Field of View (mm?) ~90 x 60 x 50 ~90 x 60 x 66 60 x 60 x 21 60 x 60 x 21 60 x 60 x 20
Reconstruction voxel 02 % 0.2 x 1.0 0.28 x 0.28 x 1.00 0.63 x 0.63 x 2.1 0.63 x 0.63 x 2.1 0.62 x 0.62 x 0.7
size (mm>)
Acquisition yoxel 03 %03 x 1 03x03x 1 0.94 x 0.94 x 2.1 0.94 x 1.00 x 2.1 0.7 % 0.7 x 0.7
size (mm>)
NSA 1 2
Flip Angle (°) 90 60 90 5 15
No. of frames (Slices) 40 60 10 10 29
Fat saturation no no SPIR SPIR no
Other parameters TI=22 +n x 100 ms RF_SF;?IﬂZd:’ g};ns scan

Abbreviations: TSE: Turbo Spin Echo; FFE: Fast Field Echo; IR: Inversion Recovery; n: echo number [0, .. ., 15]
for T2MAP and [0, .. ., 64] for TIMAP, respectively; SPIR: Spectral Presaturation with Inversion Recovery; RF:
Radiofrequency.
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2.6. MRI Data Image Processing and Analysis

Based on the TSE2D data, the tumor volume was segmented for all subjects with ITK-
Snap [34]. The T, relaxivity was determined by fitting an exponential curve to the echo-time
curve with non-linear least squares. For Ty, the acquired data were flipped left of the zero-
crossing and fitted to a simplified Look-Locker model, correcting for saturation effects
as described in Deichmann et al. [36]. T; and T, maps, as well as the segmentation, were
resampled to the through-slice resolution of the DCE data by nearest neighbor interpolation.
In acquisitions where a hyperintense part within the tumor existed, it was segmented
based on the resampled T; maps. Image analysis for DCE data was performed with a
dedicated open-source software, Rocketship [37], using a manually segmented vessel for
AIF estimation and the provided nested model to derive the pharmacokinetic parameters.
AIF smoothing and automated time point detection were employed.

2.7. Synthesis and Quality Control of % Ga-FAPI

A total of 50 ug FAPI-46 (ABX, Radeberg, Germany) in 1.5 M HEPES buffer was
labeled with 500 to 800 MBq [®3Ga]-gallium chloride (®®Ga-FAPI-46) in 0.1 M HCI using a
%8Ge/%Ga generator (Eckert& Ziegler, Berlin, Germany) and the GRP synthesis module
from Scintomics (Grafelfing, Germany). The reaction was carried out at 125 °C for 10 min.
Afterwards, the reaction mixture was purified via C18 column chromatography (Waters
C18 cartridge) and consequently diluted with isotonic saline.

Radiochemical purity was determined by HPLC (Eluent A: water (HPLC Grade) +
0.1% trifluoro acetate (TFA), eluent B: acetonitrile (HPLC Grade) + 0.1% TFA, gradient:
95% A for 2 min, then to 5% A within 15 min, flow: 1.2 mL/min, UV detection: 254 nm,
injection volume: 20 pL; free ®®Ga was eluted after 2-3 min, product after 8 min) and TLC
(ITLC-SG strips, 1.5 x 10 cm, 1 M Ammoniumacetat/Methanol 1:1, TLC Scanner from
Raytest, Straubenhardt, Germany; ®®Ga-colloid remained at the origin).

2.8. Positron Emission Tomography

Small animal PET imaging was performed when the tumor was visible on 3 consecu-
tive MRI scans on a FOCUS 220 micro-PET scanner (CTI-Siemens, Germany). The rats were
anesthetized with isoflurane in O, /air 3:7 (induction 5%, maintenance 2%), and a catheter
for tracer injection was inserted into the lateral tail vein. After fixation in the animal holder,
the emission scan started with intravenous injection of 10 to 64 MBq ®®Ga-FAPI-46 in 500 pL
0.9% NaCl. The acquisition time was 60 min to 120 min. Emission scans were followed by
an 8 min transmission scan with a rotating %’ Co-point source.

Breathing rate and body temperature were monitored and held at approx. 60 breaths/
min and 37 °C, respectively. The emission scans were histogrammed into time frames
(2 x 1min, 2 x 2min, 6 X 4 min, 18 X 5 min for time-activity curves, and 4 x 30 min/
4 x 15 min for display) and fully 3D rebinned (span 3, ring difference 47), followed by
OSEM3D/MAP reconstruction. The resulting voxel sizes were 0.38 x 0.38 x 0.80 mm?. For
all further processing of the images, including statistics, the software VINCI 5.21 for MacOS
X (Max Planck Institute for Metabolism Research, Cologne, Germany) was used. Images
were intensity-normalized to injected dose and corrected for body weight (SUVy,,). To this
end, every frame was divided by injected dose and multiplied by body weight times 100.

2.9. Isolation of Tumor-Infiltrating Lymphocytes from Rat Tissue and Flow Cytometry

Tumors used for immunological analysis had to be detectable on at least 3 consecutive
MRI scans before removal. The scans took place every second week. During extraction,
surrounding muscular tissue was removed. Tumor specimens were processed mechanically
(gentleMACSDissociator, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach (Northrine-Westphalia), Ger-
many) and enzymatically (320 U/mL collagenase-IV, Worthington OH, USA and 100 U/mL
DNAse-I, Applichem, Darmstadt (Hesse), Germany) at 37 °C for 1 h to obtain a single-cell
suspension containing the tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). The suspension was
filtered using a 100 um and a 70 um cell strainer (Corning, New York, NY, USA). Spleens of
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tumor-bearing rats were mashed through a 100 pum cell strainer, followed by a subsequent
filter step with a 70 um cell strainer. Splenocytes and TILs were stained for multi-color
flow cytometry (detailed antibody list, Appendix A Table A1). Intracellular FoxP3 staining
was performed using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set according to the
manufacturer’s protocol (eBioscience, San Diego, CA, USA). Samples were acquired on a
Cytoflex LX flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

To evaluate the potential of the pancreatic ductal adenocarcinoma cell line DSL-6A /C1
as a preclinical tumor model, TILs in DSL-6A /C1 tumors were analyzed. First, a single-cell
suspension of fresh tumor tissue was generated after resection. Subsequently, lymphocyte
subsets were analyzed by flow cytometry. Dead cells were excluded, and single lympho-
cytes were identified by forward-sideward scatter and CD45 expression. Subsequently,
CD3* T cells, CD3"CD4* T cells and CD3*CD8* T cells, CD19" B cells, and CD3-CD56%
NK cells were identified, as depicted in Figure 1.
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Figure 1. Representative flow cytometry plots and detailed gating strategy of tumor-infiltrating lym-
phocytes in DSL-6A/C1 tumors. Dead cells were excluded using a zombie dye (alive). Lymphocytes
were selected by gating for size and granularity (Forward Scatter Area (FSC-A) versus Side Scatter
Area (SSC-A)). Living lymphocytes were further plotted by SSC-H versus SSC-A to gate single cells.
From the single cells (singles), lymphocytes (CD45") were gated based on their CD45 expression.
B cells were defined as CD45" lymphocytes and the expression of CD45RA (B cells). T cells were
defined by gating on CD45* lymphocytes and the expression of CD3 (T cells), whereas CD3 cells
expressing CD161 were considered NK cells (NK cells). T cells were further divided into CD8 T cells
(CD8 T cells) or CD4 T cells (CD4 T cells).
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3. Results
3.1. Tumor Take-up Rate and Growth

Subcutaneous tumor cell injections were successful in 16 out of 20 rats, resulting in a
tumor formation rate of 80%, which is slightly lower than what is described in previous
research [38]. In a group of 10 female rats, no tumor growth was seen over the time span
of 5 months. Tumors were first identifiable (or visible) on MRI after 38 days (£12 days)
and showed a very heterogeneous growth reaching an average tumor size of 815 mm?
(628 mm?) after 100 days. Generally, all tumors demonstrated exponential growth after a
variable time lag, varying from 40 days to 100 days after tumor implantation (Figure 2). In
larger tumors, increasing intralesional edema and necrosis were seen over time and were
clearly observable for 81% of all tumors on the last MRI scan (Figure 3), whereas distant
metastases in the abdominal or thoracal cavity were not found either in PET-CT scans nor
in autopsies. Cutaneous ulcerations were found in one out of twenty animals.

3000 ~

2500

2000

Volume [mm?]
I
o
o
1

1000

500

- fast-growing tumors

.- slow-growing tumors

P

intermediate-growing tumors

20 40 60 80 100 120
Days p.i. [d]
Figure 2. Tumor growth as a function of time. For a better overview, tumors were visually divided

into fast-growing (dots only), intermediate-growing (solid lines), and slow-growing (dashed lines)
tumors (p.i.—post injection). Missing time points reflect early euthanasia related to local COVID-19

restrictions.

- : S :' .
Time after tumor cell injection

Figure 3. Representative Ty MRI images at various time points after inoculation. Unlike the earlier
time points (A,B), the latest time points (C-E) show increasing edema (1) and cyst formation (2) within

the tumor.
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3.2. Multiparametric MRI

Examples for the acquired DCE signal magnitude curves are illustrated for three time
points in Figure 4, while the calculated relaxation parameters can be found in Figure 5.
The non-contrast T; relaxation time in the tumor tissue showed moderately higher values
compared to healthy muscle and remained at a constantly high level over the acquisition
period. The tumors exhibited clear hyperintense contrast in the T; maps, with an average
difference of 80 to 250 ms (up to 1240 ms in tumors compared to 930 ms to 990 ms in tissue),
which is comparable to other murine PDAC tumor models found in the literature [39,40].
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Figure 4. Average uptake curves of DCE acquisitions for tumor and healthy reference tissue on three
different measurement days, illustrated by normalized difference to average baseline signal. Injection
time is indicated by vertical black dashed line.
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Figure 5. Representative slices of the acquired overview and quantitative MRI relaxation parameters,
as well as the quantitative DCE MRI parameters (columns) at three different measurement days
after inoculation (rows). The last three columns show the contrast-enhanced DCE magnitude as
an underlay.
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The initial T, values in the tumor tissue showed higher relaxation values compared
to muscle (mean values of 60 to 90 ms in tumors compared to about 35 ms in muscles),
which are slightly higher than those described in other small animal PDAC models [39].
Over time, the T, relaxation times increased significantly in the central locations of the
tumor and reached up to 110 ms, indicating the presence of cystic liquid formations within
the lesion.

Due to the high perfusion and presence of malformed vascular structures within the
PDAC tissue, the tumor showed significantly increased signal intensity after contrast agent
injection in DCE images compared to healthy tissue, as displayed in Figure 5. As a measure
of capillary permeability, the average tumor kirans values ranged from 0.05 to 0.12 min~t,
which is similar to other preclinical pancreatic cancer tumor models [41-43].

3.3. ®8Ga-FAPI-46 PET Imaging

All tumors showed an immediate uptake of ®®Ga-FAPI-46, which was higher in the
bigger tumors of rat #1 compared to the small tumors of rat #2 (Figure 6). Other than the
tumor tissue and the urinary bladder, through which the tracer is excreted, no other organ
of the lower abdomen showed any notable uptake. The bigger tumors were heterogeneous,
with a higher tracer uptake at the outer rim, while the center seemed to be necrotic. In the
smaller tumors, the highest uptake was seen in the center.

SUV,, 0 T 300

rat #1 rat #2

500
E rat #1, tumor 1
400 — rat#1, tumor 2

3300 — rat#2, tumor 1

5 — rat #2, tumor 2
n 200

100

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Time, min

Figure 6. 68Ga-FAPI-46 PET imaging of the DSL-6A /C1 tumors. (A,B) T; MR images of the the s.c.
tumors (T) at the time of PET acquisition showing central necrosis (N) in the larger tumors. (C-E) PET
measurements with ®8Ga-FAPI-46 in the same rats, each bearing two tumors; T1/T2—tumor 1/2;
UB—urinary bladder; scale bar: 20 mm.
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3.4. Tissue Extraction and Histology

Macroscopically, solid and well-defined tumor tissue was present. This is histologically
composed of abundant tumor cells that repeatedly form primitive ductular structures. In
the peritumoral stroma, located interstitially among the tumor cells, CAFs were identified.
All tumors showed a phenotype corresponding to ductal-type adenocarcinomas in HE-
stained sections (Figure 7).

Figure 7. HE-stained histology slices of an s.c. DSL-6A/C1 neoplasm (A,B) in comparison to a human
PDAC tumor (C,D), showing tumor (T) and muscle tissue (M), in the tumor stroma cancer-associated
fibroblasts (red arrows) are present. Tumor cells forming tubulo-ductular structures (black arrows)
and collagenous fibers (*) are found. Both carcinomas (rat and human) are formed by ductularly
arranged tumor cells.

3.5. Tumor-Infiltrating Lymphocytes in DSL-6A/C1 Pancreatic Ductal Adenocarcinoma Tumors

TILs from DSL-6A/C1 tumors (left and right flank) with splenocytes of these rats
(n = 4) were compared and showed an increase in CD3" T cells in terms of percent of all
CD45* lymphocytes in TILs compared to splenocytes (Figure 8B). In the T cell fraction of
TILs, an increased percentage of CD8" cytotoxic T cells was found, whereas the percentage
of the CD4" T cell compartment was reduced in TILs compared to splenocytes. In addi-
tion, the flow cytometric analysis revealed that TILs contained fewer B cells, but similar
percentages of NK cells compared with splenocytes (Figure 8B).

Next, functionally distinct subsets of these lymphocyte lineages based on specific phe-
notypes were analyzed and showed increased percentages of activated T cells in TILs, but
similar percentages of regulatory T cells and similar expression levels of the co-inhibitory
molecule CTLA-4 compared with splenocytes of tumor-bearing rats (Figure 1).
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Figure 8. Tumor-infiltrating lymphocytes in DSL-6A /C1 tumors. (A) Lymphocyte subset in percent of
all living lymphocytes. (B) Activated T cells (CD25* T cells), regulatory T cells (CD4*CD25highFoxP3*
T cells), and CTLA4" T cells in percent of all T cells. Significant differences, determined by the non-
parametric, unpaired, two-tailed Mann-Whitney test, are denoted by asterisks (* p < 0.05, ** p < 0.01,
ns: not significant). Mean + 95% confidence interval is indicated in red where applicable.

4. Discussion

The DSL-6A/C1 tumor cells were initially derived from an acinar cell carcinoma
and displayed genetical characteristics of both acinar cell carcinoma and PDAC [44]. Our
histological results, obtained from established tumors, showed features of PDAC, such
as malformed pancreatic ductal malignant cells and CAFs in the tumor stroma [33,44].
Nevertheless, compared to human PDAC and tumor models in mice, the DSL-6A/C1
tumors showed a less pronounced deposition of collagen and desmoplastic stroma reac-
tion [25,45]. The histology shows a more displacing growth pattern rather than infiltration
of the surrounding tissue, which might be a result of the s.c. growth. A more infiltrative
growth is described for this tumor model after orthotopic implantation in reference [38].

The tumor microenvironment plays a crucial role in cancer’s progression, metastasis,
and response to therapies. Our findings highlight distinct immune landscapes in TILs
compared to splenocytes. The increased presence of CD8* cytotoxic T cells within the
tumor microenvironment suggests an augmented anti-tumor immune response which,
in human subjects, seems to be an indicator for longer survival [46]. In contrast, the
observed decreased CD4" T cell fraction raises questions about tumor-mediated immune
alterations [47].

Interestingly, the reduced B cell prevalence in TILs might indicate a diminished role
for humoral immunity in the tumor microenvironment, while the consistent NK cell
percentages suggest unchanged innate immune surveillance. The elevated activated T cell
percentages within TILs demonstrate the heightened immune reactions against tumor
antigens. However, the parallel expression of regulatory T cells and the co-inhibitory
molecule CTLA-4 between TILs and splenocytes hint at potential immune modulation
within the tumor [48,49]. Comparatively, the immune profile of the DSL6-A /C1 tumor
model exhibits a unique signature that is not commonly observed in other preclinical
models, particularly in the context of CD8* T cell infiltration [50]. Especially the relatively
high inflammatory effector cells, such as NK cells and CD8* T cells are, in humans, generally
associated with longer survival and less aggressive tumor growth [51], which needs to be
considered when using this tumor model for immunological studies on PDAC progression.
Nevertheless, the balance between effector and regulatory elements within the DSL6-A/C1
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model could offer valuable insights into the mechanisms of immune evasion, which are
pivotal in the design of immunotherapies [52]. As flow cytometry was used as a method for
in-depth characterization of TILs but with a lack of spatial resolution, a pronounced tumor
rim location of the immune cells is possible and needs further investigation. Furthermore,
the unique genetical characteristics, with a lack of the typical Tp53 and KRAS mutations
and properties of both ductal and acinar pancreatic carcinoma, that is described in the
literature need to be taken into account when further analyzing the immune signaling of
the DSI-6A /C1 PDAC tumor model [44].

Tumors were further characterized with multimodal, multiparametric MRI and PET
imaging. On MR scans, tumorous tissue produced clear contrast in multiple MRI parame-
ters, such as an increased contrast on T1- and To-weighted images. The T; and T, relaxation
values are significantly higher compared to the surrounding tissue and in the range reported
from other groups analyzing the DSL-6A/C1 tumor model and for other tumors induced
in the pancreatic head [53,54]. The T,-weighted scans also revealed increasing intralesional
edema, observable in almost all tumors at later time points, which is a consequence of a
central necrosis. The latter is typically observed at the late stages in poorly perfused malig-
nant tumors. In contrast to the typical hypointense human PDAC, DCE MR acquisitions of
s.c. DSI-6A /C1 tumors show an increase in contrast agent enhancement at the tumor rim
and, in the early stages, within the tumor compared to healthy tissue. A possible explana-
tion is the subcutaneous localization that might contribute to an atypical vascularization
pattern, which is divergent from orthotopic tumors. Moreover, a maintained localized
inflammatory response could also account for the observed peripheral enhancement in
the later stages of tumor progression. These findings need further investigation in future
studies but might underscore the importance of tumors’ microenvironment and location in
mediating vascular dynamics and may have implications for the interpretation of imaging
results and the design of therapeutic strategies. However, poorly perfused intralesional
areas associated with central necrosis are found in later stages of tumor progression. The
relatively dense tumor stroma is also reflected by low k¢rans values derived from DCE-MR
measurements. The kirans values are considerably lower compared to human PDAC [55],
but similar compared to other fast-growing murine subcutaneous tumor models [41,43].

PET imaging using ®®Ga-FAPI tracers demonstrated strong uptake in all tumor tissues,
with low off-target uptake of the tracer and urinary excretion. The tracer binds specifically
to the FAP protein, which is overexpressed on CAFs. Our histological findings confirm the
presence of CAFs in the tumor microenvironment, which may explain the significant uptake
of tracers within the tumor, along with the high sensitivity of PET imaging. However,
recent studies also showed that FAP can be overexpressed on cancer cells themselves,
among others also in human-derived pancreatic cancer cell lines [56-58]. So far, the FAP
expression of DSL-6A/C1 has not been investigated, but it will be the topic of a future study.
Furthermore, ®*Ga-FAPI uptake can not only be seen in CAF, but also in non-malignant
conditions, such as inflammatory lymph nodes, artherosclerosis, or surgical scars [59].
Nevertheless, the high tracer uptake is described in ®®Ga-FAPI PET images obtained from
human PDAC patients [22,60]. CAFs have been identified as a target in tumor diagnosis
and therapy, as they seem to play a key role in various parts of tumor development, such
as tumor growth, metastasis formation, and the immune response [61,62]. Clinically, 68Ga-
FAPI-PET imaging can be used to screen for distant metastases, but also to evaluate therapy
efficacy and to optimize staging in the context of therapy planning [22,23].

No local or distant metastases were detected by post-mortem workup of the organs
and on %8Ga-FAPI-PET. Notably, also no local lymph node metastases were found in the
iliac and inguinal stromal areas. However, distant metastases to lymph nodes and the liver
have been described in the literature for this tumor model [54], but since these occurred in
tumors that grew orthotopically in the pancreas, the reason may be a consequence of our
protocol, where tumors were implanted subcutaneously in the hind legs.

Generally, subcutaneous DSL-6A /C1 tumors show a heterogenous growth pattern,
with exponential growth after a variable and sometimes relatively long time lag ranging
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from 40 to 100 days after implantation. Nevertheless, the average tumor volume of 815 mm?
after 100 days is significantly larger compared to the tumor volumes which can be achieved
in in mice. This model is therefore particularly advantageous for studying certain physical
therapeutic interventions using devices such as radiofrequency applicators or magnetic
resonance-guided high-intensity focused ultrasound (MR-HIFU) [63]. Furthermore, the
slow-growing tumors together with the high uptake of FAP-specific tracers offer the possi-
bility to study different PET tracers in consecutive imaging studies within the same animal.
Therefore, less animals are needed for tracer development, and the results are less affected
by inter-animal variations or rapid tumor growth, which is often associated with large
changes in the uptake pattern.

Limiting factors in terms of the usability of the DSL-6A/C1 model are the frequent
formation of intralesional edema in the late stages of tumor growth and the heterogeneous
growth pattern, resulting in a relatively unpredictable treatment window for interventional
therapies. Also, the subcutaneous models may show differences in their microenvironment
and metastasis formation compared to an orthotopic tumor implantation, which has not yet
been investigated. In female rats, no tumor growth was observed due to unknown reasons.

5. Conclusions

In summary, we have demonstrated in initial experiments that the DSL-6A/C1 tumor
model, particularly due to its high tumorigenicity, ®®Ga-FAPI sensitivity, and tumor size,
is a suitable alternative to established small animal models for many forms of preclinical
analysis and therapeutic studies of PDAC.
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Appendix A

Table A1. List of antibodies used for the immunological analysis of the DSL-6A /C1 tumors.

Antibody Fluorochrome Clone Host Company Catalogue
Zombie Aqua Biolegend 423102
CD38 FITC REA683 Human cell line Miltenyi 130-110-277
CD3 FITC REA223 Human cell line Miltenyi 130-102-678
IgG PerCp Cy5.5 Poly4054 Goat Biolegend 405424
CD8a PerCP-Vio 700 REA437 Human cell line Miltenyi 130-132-092
CD54 PE 1A29 Mouse Biolegend 202405
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Table A1l. Cont.

Antibody Fluorochrome Clone Host Company Catalogue
CD11a PE REA596 Human cell line Miltenyi 130-109-171
CD152 (CTLA4) PE WKH203 Mouse Biolegend 203007
CD27 PE Dazzle 594 LG.3A10 Armenian Hamster Biolegend 124228
CD45RA PE-Cy7 OX-33 Mouse Biolegend 202316
CD161 PE-Vio 770 REA227 Human cell line Miltenyi 130-102-714
CD86 APC 24F Mouse Miltenyi 130-109-130
CD314 (NKG2D) APC REA471 Human cell line Miltenyi 130-106-992
FoxP3 Alexa Fluor 647 150D Mouse Biolegend 320014
CD45 Alexa Fluor 700 OX-1 Mouse Biolegend 202218
CD4 APC Cy7 W3/25 Mouse Biolegend 201518
CD80 BV421 3H5 Mouse BD 743863
CD25 BV421 0OX-39 Mouse BD 565608
CD134 (OX40) BV421 OX-40 Mouse BD 744815
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4. Diskussion

4.1. Ergebnisdiskussion

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das DSL-6A/C1 Tumormodell, trotz seines azinaren
Ursprungs und der in der Literatur beschriebenen genetischen Merkmale eines azinaren
Pankreaskarinoms, diverse Merkmale duktaler Pankreaskarzinome zeigt ®*. Histologisch
konnten wir hierbei das Vorkommen dicht liegender, atypisch geformter Tumorzellen zeigen
sowie das Vorliegen von CAF, welche jedoch in geringerer Dichte vorliegen als in einigen

PDAC-Tumormodellen in der Maus 3*%°

. In der Histologie zeigte sich in den subkutanen
Tumoren insgesamt ein verdrangendes Wachstumsverhalten mit leichter Infiltration des
umgebenden Muskelogewebes. Fir orthotop wachsende Tumore wurde in friiheren Studien
dagegen eine starkere Infiltration des umliegenden Pankreasgewebes beobachte, die mehr
der humanen Situation ahnelt ®. Unsere Ergebnisse sind hierbei vergleichbar mit &hnlichen
Studien in einem Pankreasmodell in der Maus, die subkutane und orthoptop wachsende

Pankreaskarzinome studiert haben 7°.

Im Rahmen der immunologischen Analyse konnten wir ein erhohtes Vorkommen von CD8"
Zellen nachweisen, was ein Hinweis flr eine erhaltene Immunantwort gegen die Tumorzellen
zeigen konnte und, insbesondere im Menschen, einen Indikator flr ein verbessertes

Uberleben in Pankreaskarzinompatienten darstellt

. Weiterhin zeigt sich ein reduziertes
Vorkommen von CD-4" und B-Zellen, welches auf eine herabgesetzte humorale Immunantwort
deutet 2. Insgesamt zeigt das DSL-6A/C1 Tumormodell ein einzigartiges Immunprofil, welches
in weiterfUhrenden Studien analysiert werden sollte, insbesondere hinsichtlich der
Ortsauflosung der einzelnen Immunzellen, da wir hier die Durchflusszytometrie als
Analysemethode verwendet haben, die zwar eine detaillierte Aufschlisselung der einzelnen

Immunzellen ermdglicht, jedoch keine Méglichkeit der Ortsauflésung bietet.

Die Tumorigenitat lag mit 80% leicht unterhalb der in der Literatur beschriebenen Tumor-

8 Interessanterweise konnten wir kein

Formierungsrate fir dieses Tumormodell
Tumorwachstum in weiblichen Ratten feststellen, was die Frage nach geschlechtsspezifischen
Wachstumsfaktoren fir das DSL-6A/C1 Modell nahelegt. Das Wachstumsverhalten der
Pankreastumore zeigt ein sehr heterogenes Verhalten. Im Rahmen unserer Studie konnten
wir beobachten, dass generell alle Tumore nach einem gewissen Zeitintervall ein
exponentielles Wachstum zeigten, jedoch der Beginn dieser Phase in einem Zeitraum
zwischen 40 bis 100 Tagen nach Tumorinduktion sehr variabel ist. Dies macht die Planung fur

eine entsprechende Studie anhand dieses Tumormodelles entsprechend herausfordernd, da
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eine hohe Flexibilitdt des Studienteams notwendig ist. Hier zeigen andere Tumormodelle in

der Maus ein deutlich homogeneres und vorhersehbareres Wachstumsverhalten 7.

Daruber hinaus wurden die Tumore mittels MRT multimodal charakterisiert. Hier zeigt sich im
Frihstadium des Tumorwachstums eine flachige, vermehrte Kontrastmittelmehraufnahme im
Vergleich zum umliegenden Gewebe, im Gegensatz zum eher minderperfundierten humanen
PDAC . Eine mdgliche Erklarung ist hier, dass wir die Tumore subkutan implantiert haben,
was eine im Vergleich zur orthotopen, intraabdominellen Lage, differentes
Vaskularisierungsprofil zur Folge haben kdnnte. Ferner kann eine Ursache der vermehrten, in
spaten Tumorstadien zunehmend randstandigen Kontrastmittelaufnahme sein, dass
insbesondere im Randbereich gegen den Tumor gerichtete immunologische Reaktionen
ablaufen kénnten, worauf auch die von uns nachgewiesenen Immunzellen hindeuten. Im
Zentralbereich der Tumore zeigt sich in fortgeschrittenen Tumorstadien eine zunehmende
zentrale Nekrose, wie dies auch zum Teil in Maus basierten Pankreaskarzinommodellen
beschrieben wird "°. Hierzu korrelierend sehen wir in den zentralen Tumoranteilen einen
zunehmenden Anstieg des T2-Signals als Hinweis auf eine zunehmende zentrale
Liquifizierung des Tumorgewebes, mdglicherweise im Rahmen der fortschreitenden zentralen

Nekrotisierung "°.

In der PET-Bildgebung nutzten wir ®Ga-FAPI, welches spezifisch an das FAP-Protein bindet,
das vor allem in CAF Uberexprimiert wird. Korrelierend zum histologisch beschriebenen
Nachweis von CAF im Tumorgewebe, zeigte sich eine sehr starke Traceraufnahme der
subkutanen Tumore in den vitalen Tumorarealen als Hinweis auf eine hohe CAF-Dichte.
Jedoch ist hier auch zu erwahnen, dass einige neuere Studien zeigen, dass neben CAF auch

76—

Tumorzellen selbst FAP exprimieren kénnen 68, Dariiber hinaus kann eine %Ga-FAPI

Traceraufnahme auch bei einigen nicht malignen Erkrankungen, wie entzindete

® Da die in unserer Studie

Lymphknoten, Artherosklerose oder OP-Narben auftreten
beobachtete Traceraufnahme anatomisch nicht zu inflammatorischen Lymphknoten oder
Artherosklerose passt und der operative Eingriff am Tag der PET-Aufnahme mehr als 2
Monate zuriick lag ist eine nicht maligne Genese der starken ®®Ga-FAPI Aufnahme jedoch
unwahrscheinlich. Im Rahmen der Bildgebungen und der Gewebeaufarbeitung nach
Euthanasie konnten keine lokalen Tumorabsiedelungen oder Fernmetastasen beobachtet
werden. FiUr dieses Tumormodell sind jedoch Fernmetastasen in Lymphknoten und Leber in
der Literatur beschrieben, welche jedoch bei Tumoren auftraten, die orthotop im Pankreas

gewachsen sind, sodass hier die Lokalisation eine maRgebliche Rolle zu spielen scheint &,
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Die subkutanen DSL-6A/C1-Tumoren zeichnen sich durch ein vielfaltiges Wachstumsmuster
aus, wobei nach einer variierenden und teils betrachtlich langen Lag-phase, die 40 bis 100
Tage nach der Implantation betragt, ein exponentielles Wachstum eintritt. Nichtsdestotrotz
erreicht das durchschnittliche Tumorvolumen von 815 mm? nach 100 Tagen ein signifikant
gréRReres Volumen im Vergleich zu den TumorgréRen, die in Mausen erzielt werden kdénnen.
Daher erweist sich dieses Modell als besonders vorteilhaft fur die Untersuchung bestimmter
Therapieansatze des Pankreaskarzinoms, die Gerate wie Radiofrequenzapplikatoren oder
magnetresonanzgefiihrte hochintensive fokussierte Ultraschallbehandlungen (MR-HIFU)
nutzen mit der Mdglichkeit hier die selben Gerate zu verwenden, die auch an Menschen
genutzt werden 883, Weiterhin bieten die langsam wachsenden Tumore in Verbindung mit der
hohen Aufnahme von FAP-spezifischen Tracern die Méglichkeit, unterschiedliche PET-Tracer
in aufeinanderfolgenden bildgebenden Untersuchungen innerhalb desselben Tieres zu
studieren unter Beachtung der entsprechenden Halbwertszeiten. So werden weniger Tiere fur
die Entwicklung von Tracern bendtigt, und die Resultate sind weniger durch interindividuelle
Unterschiede oder rasches Tumorwachstum beeinflusst, das oft mit umfassenden

Veranderungen im Aufnahmemuster einhergeht.

Einschrankende Faktoren bezuglich der Anwendbarkeit des DSL-6A/C1-Modells sind die
haufige Entstehung von intralasonalen Odemen in spaten Wachstumsphasen des Tumors und
das insgesamt heterogene Wachstumsmuster, was zu einem relativ unvorhersehbaren
Behandlungszeitraum fiir interventionelle Therapien fuhrt. Zudem kénnen subkutane
Tumormodelle Unterschiede in ihrem Mikromilieu und im Metastasierungsverhalten im
Vergleich zu einer orthotopen Tumorimplantation aufweisen, was in weiterfihrenden Studien

untersucht werden sollte.

4.2. Methodendiskussion

Die Methodik dieser Arbeit wurde sorgfaltig ausgewahlt, um eine detaillierte und
multiparametrische Charakterisierung des DSL-6A/C1 Tumormodells zu ermdéglichen. Durch
die Kombination verschiedener analytischer Ansatze konnten wir eine umfassende Bewertung
des Tumormodells hinsichtlich seiner morphologischen, immunologischen und molekularen

Eigenschaften vornehmen.

Das DSL-6A/C1 Tumormodell eignet sich grundsatzlich fur eine Vielzahl von weiterfuhrenden
PDAC basierten Studien und die subkutane Implantation der Tumore ermdglicht es, lokale
Therapien auf ihre Effektivitat zu testen. Dennoch besitzt die subkutane Implantation von
Tumoren auch gewisse Limitationen. Im Rahmen dieser Studie stellten wir beispielsweise fest,

dass die Metastasierungsrate im Vergleich zu orthotop platzierten Tumoren deutlich geringer
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zu sein scheint 8. Darliber hinaus sind Unterschiede im Wachstumsverhalten, Infiltration des
umliegenden Gewebes und im Mikromilieu des Tumorgewebes mdglich, beispielsweise in
Hinblick auf die Anzahl der CAF, die im Rahmen dieser Studie nicht mit der orthotopen

Tumorgenerierung verglichen wurde.

Die exklusive Nutzung von mannlichen Lewis-Ratten stellt ebenfalls eine Beschrankung dar,
da geschlechtsspezifische Unterschiede in der Tumorbehandlung zunehmend eine Rolle
spielen 8% In dieser Studie wurde initial versucht, Tumore in weiblichen Lewis-Ratten zu
induzieren, was jedoch nicht erfolgreich war. Dies weist auf geschlechtsspezifische
Unterschiede hin, die in weiteren Studien erforscht werden sollten, um das Modell vollstandig

zu verstehen und die Anwendbarkeit gegebenenfalls zu erweitern.

Die Verwendung der multiparametrischen MRT-Bildgebung ermdglichte es, dynamische
Veranderungen innerhalb der Tumormikroumgebung zu visualisieren, insbesondere im
Hinblick auf die Nekroseentwicklung und Kontrastmittelverteilung. Hierbei kbnnen neben den
von uns genutzten Sequenzen natirlich noch eine Vielzahl weiterer Bildsequenzen genutzt
werden, um bestimmte Eigenschaften eines Karzinoms zu charakterisieren und wir haben mit
dem von uns erstellten Protokoll nur eine Grundlage schaffen kdnnen. Darlber hinaus kann
die MR-Bildgebung auch als Moglichkeit dienen fiur weitere Forschungsprojekte, wie
beispielsweise im Rahmen einer automatisierten Volumetrie vor und nach Tumorbehandlung

mittels deep learning .

Die Anwendung der PET-CT unter Verwendung von °®Ga-FAPI als Tracer hat sich als
aussagekraftig fur die Visualisierung der Tumore erwiesen. Die hohe Affinitat des Tracers zu
FAP, einem Protein, das hauptsachlich in CAFs Uberexprimiert wird, weist auf eine hohe Dichte
dieser Fibroblasten im Tumormillieu hin. Jedoch ist hier zu beachten, dass der Einsatz von
®Ga-FAPI trotz seiner hohen Sperzifitat fir CAFs durch die Expression von FAP in
verschiedenen Zelltypen und unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen auch
Limitationen aufweist. Insbesondere die Tatsache, dass FAP in einigen Studien auch in
Tumorzellen und in Geweben unter inflammatorischen Bedingungen nachgewiesen wurde,
unterstreicht die Notwendigkeit einer sorgfaltigen Interpretation der PET/CT-Daten. Zukunftige
Studien sollten daher die Spezifitat von ®Ga-FAPI weiter evaluieren, um die diagnostische
Genauigkeit dieser Methode zu verbessern und mégliche Uberschneidungen mit anderen

pathologischen Prozessen klarer abzugrenzen.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der immunologischen Analyse, die ein einzigartiges

Immunprofil des Tumormodells offenbarte. Hier konnten wir gleichzeitig die Prasenz von
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immunsuppresiven und immunsupportiven Zellen nachweisen. Da wir zur umfassenden
Klassifizierung hierfur die Durchflusszytometrie verwendet haben und diese zum Nachweis
eine Suspensionslésung des Tumorgewebes bendtigt, fehlt bei dieser Methode die raumliche
Auflésung der Immunzellen. Hierdurch haben wir zwar eine umfassendere Analyse der
Immunzellen dargelegt, ob diese sich jedoch auf bestimmte Areale innerhalb des Tumors, wie
beispielsweise an den Tumorrandern, konzentrieren, muss in weitfiihrenden Studien analysiert

werden.

AbschlieRend haben wir aufgezeigt, dass das DSL-6A/C1 Tumormodell trotz einiger
Einschrankungen wertvolle Einblicke fir praklinische Studien bietet. Zuklinftige Forschungen
werden die Vielzahl der von uns erhobenen Charakterisierungsparameter weiter vertiefen
sowie diese als Grundlage fur Therapiestudien nutzen. Somit hoffen wir, dass die Erkenntnisse
aus dieser Arbeit den Grundstein fur weiterfuhrenden Studien legen und zu einem besseren
Verstandnis des Pankreaskarzinoms beitragen, was letztlich zu verbesserten

Therapieansatzen fuhren wird.

4.3. Fazit und Ausblick

Zusammenfassend liefert diese Dissertation wertvolle Erkenntnisse Uber das DSL-6A/C1
Tumormodell, die flr die Weiterentwicklung praklinischer Modelle und die Verbesserung
therapeutischer Strategien gegen das Pankreaskarzinom bedeutsam sind. Die multimodale
Charakterisierung des Tumormodells hat tiefergehende Einblicke in die Tumormikroumgebung
und das immunologische Profil geliefert, welche die Grundlage flr die zuklnftige Entwicklung
gezielter Therapien bilden konnten. Angesichts der Tatsache, dass Pankreaskarzinome eine
der grélten Herausforderungen in der onkologischen Medizin darstellen, ist das Potenzial fur
die Anwendung dieser Forschungsergebnisse betrachtlich. Zukinftige Arbeiten sollten sich auf
die Uberwindung der in dieser Arbeit identifizierten methodischen Einschrankungen
konzentrieren und dabei die Reproduzierbarkeit und Vorhersagbarkeit der Modelle
verbessern. Darlber hinaus ware es wichtig, die geschlechtsspezifischen Unterschiede im
Tumorwachstum weiter zu erforschen und zu verstehen, wie diese Informationen zur
Personalisierung von Therapieansatzen genutzt werden kénnen. Das hier charakterisierte
Tumormodell stellt einen vielversprechenden Ausgangspunkt fur weiterflhrende
Untersuchungen dar, die letztlich das Ziel haben, die Uberlebensraten und Lebensqualitat von

Patienten mit Pankreaskarzinom zu verbessern.
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