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Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Im Jahr 2016 erkrankten in Deutschland ungefähr 18.400 Menschen am duktalen 
Adenokarzinom des Pankreas (im Folgenden Pankreaskarzinom genannt). Das 
entspricht einer Inzidenz von 14,4 (Männer) bzw. 10,9 (Frauen) auf 100.000 Men-
schen pro Jahr (Robert-Koch-Institut 2019). 

Für das Jahr 2020 werden 19.900 Neuerkrankungen in Deutschland prognosti-
ziert. Dabei ist die Mortalität mit 18.052 Todesfällen 2016 fast ebenso groß wie die 
Inzidenz. Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt in Deutschland bei 9%, was neben 
dem Mesotheliom der schlechteste Wert aller maligner Tumoren ist. Das ist unter 
anderem mit der meist späten Diagnosestellung und der Therapieresistenz zu 
erklären (Robert-Koch-Institut 2019). In den Vereinigten Staaten ist das Pankre-
askarzinom mit 8,2% (Männer) und 6,8% (Frauen) für beide Geschlechter die 
vierthäufigste tödliche Neoplasie. Aktuelle Berechnungen prognostizieren, dass 
das Pankreaskarzinom bis 2030 weltweit die zweithäufigste krebsassoziierte To-
desursache sein wird (Rahib et al. 2014). Das mittlere Alter bei Diagnose der Er-
krankung liegt bei 72 – 76 Jahren (Robert-Koch-Institut 2019). 

1.1.2 Diagnose und Therapie 

Das Pankreaskarzinom zeigt zu Beginn häufig keine Symptome und äußert sich 
selbst im fortgeschrittenen Stadium meist durch unspezifische Beschwerden wie 
Bauchschmerzen, Müdigkeit, Fieber oder neu aufgetretenen Diabetes. Dadurch 
wird der Tumor oft erst im lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium 
entdeckt (Vincent et al. 2011). Die Diagnose früher Tumorstadien geschieht meist 
zufällig im Rahmen einer Computertomografie(CT)- oder Magnetresonanztomo-
grafie(MRT)-Untersuchung des Abdomens. Tumoren des Pankreaskopfes zeigen 
teilweise durch die Kompression der Gallenwege schon früher spezifische Symp-
tome wie beispielsweise Ikterus oder Steatorrhoe (Porta et al. 2005). Bei dem kli-
nischen Verdacht eines Pankreaskarzinoms wird die Diagnose meist mittels CT 
oder Sonografie gestellt (Kamisawa et al. 2016). Ein zuverlässiges Screening der 
Gesamtbevölkerung zur Vorsorge ist bisher nicht etabliert (Yeo 2015). 
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Die kurative Therapie ist bisher nur durch die vollständige Resektion des Tumors 
möglich. Jedoch kommt diese nur für die 15 – 20% der Patienten ohne Metastasen 
und einem lokal begrenzten Tumor in Frage (Konstantinidis et al. 2013). Nach der 
Resektion erfolgte in der Vergangenheit üblicherweise eine adjuvante Chemothe-
rapie mit Gemcitabin (Oettle et al. 2007). In Studien konnte jedoch ein verlänger-
tes Überleben bei Gabe von Gemcitabin mit der 5-Fluorouracil(5-FU)-Prodrug 
Capecitabin oder der Gabe nach modifiziertem FOLFIRINOX-Schema (Leucovo-
rin, 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin) gezeigt werden (Conroy et al. 2018; 
Neoptolemos et al. 2017). 

Aufgrund der frühen Metastasierung und der ausgeprägten Chemotherapiere-
sistenz ist eine neoadjuvante Therapie vor allem bei grenzwertig resektablen 
Tumoren indiziert. Aktuell wird außerdem die NEONAX-Studie durchgeführt, 
die eine neoadjuvante Gabe von an Albumin gebundenem Paclitaxel (nab-Pacli-
taxel) und Gemcitabin bei resektablen Tumoren evaluiert (Ferrone et al. 2015; 
Murphy et al. 2018). Nur bei symptomatischen Metastasen, etwa in Knochen 
oder Gehirn, oder bei Lokalrezidiven nach kurativ intendierter Operation kann 
eine Strahlentherapie indiziert sein (Ducreux et al. 2015).  

Ist eine vollständige Resektion aufgrund des fortgeschrittenen Tumorstadiums 
nicht mehr möglich, war lange Zeit die Gemcitabin-Monotherapie die einzige 
Erstlinientherapie zur palliativen Behandlung. Diese bot jedoch nur eine Verlän-
gerung der medianen Lebensdauer um etwas mehr als einen Monat (Burris et al. 
1997; Neesse et al. 2015). Durch die Kombination mit nab-Paclitaxel konnte die 
Überlebensdauer von im Median 6,7 Monaten auf 8,5 Monate gesteigert werden 
(Von Hoff et al. 2013). Für Patienten in sehr gutem Allgemeinzustand ist zudem 
eine Therapie nach dem FOLFIRINOX-Schema geeignet. Doch auch hier bleibt 
die Prognose mit einem medianen Überleben von 11,1 Monaten schlecht (Conroy 
et al. 2011).  

Mittlerweile werden erste Therapien eingesetzt, die gezielt Veränderungen ein-
zelner Signalwege angreifen (Kaufman et al. 2015; Moore et al. 2007). Die Behand-
lung mit einer bestimmte Mutationen angreifenden Therapie verlängerte das me-
diane Überleben nach Diagnose der Erkrankung von 18,1 auf 31 Monate im Ver-
gleich zur ungezielten Systemtherapie. Bei den hier untersuchten Studienteilneh-
mern trat jedoch nur bei 26% eine Mutation auf, die eine solche gezielte Therapie 
ermöglicht. Selbst bei Identifikation einer solchen Mutation wird aktuell nur ein 
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Bruchteil der Patienten mit einer geeigneten zielgerichteten Therapie behandelt 
(Pishvaian et al. 2020).  

Für die Chemotherapieresistenz des Pankreaskarzinoms werden verschiedene 
Ursachen diskutiert. Es wird zwischen primärer und erworbener Resistenz un-
terschieden. Das Pankreaskarzinom hat in der Regel bereits eine starke primäre 
Therapieresistenz, sodass bereits die initial verabreichte Therapie nur ein unvoll-
ständiges Ansprechen zeigt (Oberstein und Olive 2013; Zeng et al. 2019). Als 
Hauptursachen werden die hohe genetische Variabilität des Pankreaskarzinoms 
sowie umfangreiche epigenetische und posttranskriptionelle Veränderungen 
diskutiert, die zu multiplen Resistenzmechanismen führen können (Amrutkar 
und Gladhaug 2017; Oberstein und Olive 2013). Ein weiterer wichtiger Faktor ist 
das tumor microenvironment (TME), welches zur Therapieresistenz beiträgt und 
später im Detail beschrieben wird.  

1.1.3 Gemcitabin in der Therapie des Pankreaskarzinoms 

Gemcitabin, auch Difluorodeoxycytidin (dFdC), ist ein Pyrimidinanalogon, bei 
dem die Wasserstoff-Atome am 2’-Kohlenstoff-Atom durch Fluor ersetzt wurden. 
Es ist hydrophil und wird vor allem über die humanen equilibrativen Nukleosid-
transporter(hENT)1 und hENT2 in die Zelle transportiert, dort zunächst von 
Desoxycytidinkinase (dCK) und anschließend von der Cytidin-Uridin-Mono-
phosphatkinase 1 (CMPK1) phosphoryliert, sodass es als Nukleotidanalogon 
Difluorodeoxycytidintriphosphat (dFdCTP) vorliegt. Nun kann es in den Zellkern 
gelangen und dort während der Desoxyribonukleinsäure(DNA)-Replikation an-
stelle von Desoxycytidin in die DNA eingebaut werden. Dadurch wird die weitere 
DNA-Synthese inhibiert und es kommt zum Zelltod. Da Tumorzellen eine hohe 
Proliferationsrate haben, sind sie verglichen mit gesunden Zellen deutlich stär-
ker von diesen Effekten betroffen. Intrazellulär kann Gemcitabin auch von der 
Cytitindesaminase (CDA) zu desaminiert und damit inaktiviert werden. Dies ge-
schieht mit etwa 90% der inkorporierten Substanz (Alvarellos et al. 2014). Sobald 
Gemcitabin phosphoryliert ist, kann es die Zelle nicht mehr durch hENT1 und 
hENT2 verlassen (Hessmann et al. 2018). Es kann jedoch von zytosolischen 5‘3‘-
Nukleotidasen (NT5Cs) dephosyphoryliert werden (Alvarellos et al. 2014; 
Hessmann et al. 2018; Mini et al. 2006) (Abbildung 1).  
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Obwohl Gemcitabin im Vergleich zu anderen Zytostatika gut vertragen wird, 
gibt es starke systemische Nebenwirkungen. Die Substanz greift alle hochprolife-
rativen Zellen und Gewebe an; insbesondere eine Knochenmarkschädigung kann 
zu Störungen der Hämatopoese führen und in Leukopenien, Anämien und Thrombo-
penien resultieren. Weiterhin leiden die Patienten unter anderem unter Haaraus-
fall, Hautproblemen und Übelkeit (Burris et al. 1997; Von Hoff et al. 2013).  

Die Therapieresistenz des Pankreaskarzinoms betrifft auch Gemcitabin. Eine 
mögliche Ursache dafür ist die starke desmoplastische Reaktion der Pankreastu-
more und die daraus resultierende verminderte Durchblutung. Das zeigt sich un-
ter anderem in dem guten Ansprechen von Gemcitabin in der Zellkultur vergli-
chen mit schlechten Ergebnissen im Mausmodell und im Menschen (de Sousa 
Cavalcante und Monteiro 2014; Olive et al. 2009). Eine wichtige Rolle spielt auch 
die Expression der Gemcitabin metabolisierenden Enzyme im Pankreaskarzi-
nom. Hier ist insbesondere die Korrelation von Therapieresistenz, niedriger 
hENT1-Expression und hoher dCK-Expression hervorzuheben (de Sousa 
Cavalcante und Monteiro 2014; Kroep et al. 2002; Sebastiani et al. 2006). Auch der 
Einfluss von nicht malignen Zellen des TME wie cancer associated fibroblasts 
(CAFs), Immunzellen und sogar die enzymatische Inaktivierung von Gemcitabin 
durch Bakterien scheinen eine Rolle zu spielen (Geller et al. 2017; Hessmann et 
al. 2018). Tumorassoziierte Makrophagen (TAM) etwa schütten Pyrimidine aus, 
mit denen sie die Wirkung von Gemcitabin auf Pankreaskarzinomzellen redu-
zieren (Halbrook et al. 2019). Außerdem wurde gezeigt, dass Bakterien, z. B. E-
scherichia coli (E. coli) im Großteil der humanen Pankreaskarzinome nachweisbar 
sind und durch die Metabolisierung von Gemcitabin eine Auswirkung auf das 
Tumorwachstum im Mausmodell haben (Geller et al. 2017). Unsere Arbeits-
gruppe konnte zudem zeigen, dass CAFs Gemcitabin über die oben beschriebe-
nen Transportproteine aufnehmen, phosphorylieren und so in der Zelle spei-
chern. Dadurch ist ein Teil der Gemcitabinmoleküle im Tumor nicht mehr für 
Tumorzellen verfügbar (Hessmann et al. 2018) (Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Der Gemcitabinmetabolismus der Zelle: Gemcitabin (dFdC) wird mittels der 
Transportproteine hENT1 und hENT2 in die Zelle aufgenommen. Dort wird es entweder mittels 
CDA zu Difluorodeoxyuridin (dFdU) desaminiert und somit inaktiviert oder durch dCK phos-
phoryliert. Das phosphorylierte Difluorodeoxycytidinmonophosphat (dFdCMP) kann die Zelle 
durch die beschriebenen Transportproteine nicht mehr verlassen. Es wird weiter bis zur aktiven 
Form dFdCTP phosphoryliert oder durch Dephosphorylierung in den Ausgangszustand zurück-
versetzt. Nur dFdCTP kann in die DNA eingefügt werden.  

1.2 Molekularbiologie des Pankreaskarzinoms 

Die Entwicklung des Pankreaskarzinoms läuft in mehreren Schritten ab. Die häu-
figsten Vorläuferläsionen bilden die pankreatischen intraepithelialen Neoplasien 
(PanIN). Diese gehen aus azinär-duktalen Metaplasien (ADM) hervor. Das im 
Gesunden kubische bis säulenartige Gangepithel ist bei PanIN-1-Läsionen hy-
perplastisch und flach (PanIN-1A) oder papillär (PanIN-1B) ausgebildet (Hruban 
et al. 2004). Bei PanIN-2-Läsionen zeigen sich erste Atypien in den Zellen, die 
Kerne sind pleomorph. Die Pan-IN-3 stellt bereits ein carcinoma in situ dar; die 
hochproliferativen Zellen sind hier deutlich stärker entdifferenziert (Abbildung 
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2). Während PanIN-1-Läsionen in ungefähr 40% der gesunden Pankreata gefun-
den werden, sind die höhergradigen Neoplasien im gesunden Gewebe nur selten 
beschrieben (Hruban et al. 2004; Hruban et al. 2008).  

Eine weitere Gruppe von Vorläuferläsionen sind die selteneren intraduktal pa-
pillär muzinösen Neoplasien (IPMN). Diese bilden sich nicht an den kleinen Pan-
kreasgängen, sondern an den Haupt- oder Nebengängen des Pankreas. Es wird 
zwischen dem IPMN-Adenom mit wenig Dysplasie und hoher Differenzierung, 
dem hochgradig entdifferenzierten IPMN-Karzinom als carcinoma in situ und dem 
borderline-IPMN als Zwischenform unterschieden (Hruban et al. 2004; Sessa et al. 
1994).  

Die dritte bekannte Vorläuferläsion des Pankreaskarzinoms sind die muzinös 
zystischen Neoplasien (MCN). Diese zystoiden Neubildungen enthalten Muzin 
oder Blutbestandteile und sind mit meist mit Säulenepithel ausgekleidet. Defini-
tionsgemäß sind MCNs nicht invasiv; ein Drittel der detektierten MCNs sind al-
lerdings mit einem invasiven Karzinom assoziiert (Hruban et al. 2004). 

 
Abbildung 2: Progression zum Pankreaskarzinom mit assoziierten Genen: Die Entwicklung 
des Pankreaskarzinoms folgt definierten histomorphologischen Veränderungen, die mit moleku-
laren Alterationen von entscheidenden Onkogenen und Tumorsuppressorgenen einhergehen 
(Hruban et al. 2008). Abbildung lizensiert nach CC BY-NC. 

Das Pankreaskarzinom ist ein genetisch sehr heterogener Tumor, der sich über 
verschiedene Vorstufen entwickeln kann. Über 90% der Karzinome ist jedoch 
eine Mutation des Onkogens Kirsten rat sarcoma virus (KRAS) gemeinsam 
(Almoguera et al. 1988; Hruban et al. 1993; Waddell et al. 2015). Das KRAS-Gen 
kodiert für Proteine zur Regulation der Zellproliferation, Differenzierung und 
Apoptose (Kranenburg 2005). Die häufigste Mutation von KRAS in diesem Zu-
sammenhang ist der Austausch von Guanin durch Adenosin in Exon 1 des Co-
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don 12 (KRASG12D). Dadurch wird die Aktivität der intrinsischen Guano-
sintriphosphat-(GTP)-Hydrolase (GTPase) vermindert (Eser et al. 2014). Durch 
diese Hemmung wird die Interaktion von KRAS mit GTPase-aktivierenden Pro-
teinen gestört, was zu einer konsekutiven Aktivierung der Rat-Sarcoma(RAS)-
Proteinfamilie und zahlreichen davon abhängigen Signalwegen führt (Eser et al. 
2014; Schneider und Schmid 2003). Mehrfach wurde im Mausmodell die Rele-
vanz der Kras-Mutation für die Entstehung des Pankreaskarzinoms gezeigt, etwa 
durch Tiere mit Kras-Keimbahnmutation, die Pankreasmetaplasien und Tumoren 
ausbilden (Hingorani et al. 2003).  

Etwa 75% der Pankreaskarzinome im Menschen zeigen eine Mutation im Tumor-
Protein-p53(TP53)-Gen (Olive et al. 2004). Dieses Gen kodiert für eine Gruppe von 
Proteinen, die physiologisch als Tumorsuppressor fungieren. Das geschieht un-
ter anderem durch Aktivierung der DNA-Reparatur, Beeinflussung des Zellzyk-
lus und Initiierung der Apoptose in Zellen mit beschädigtem Erbgut. Keimbahn-
mutationen von TP53 führen zum Li-Fraumeni-Syndrom, einer autosomal-domi-
nanten Erbkrankheit, die durch das frühe und multiple Auftreten von Krebs, 
etwa Rhabdomyosarkomen, Brustkrebs oder Leukämien charakterisiert ist 
(Olive et al. 2004). Die häufigste im humanen Pankreaskarzinom gefundene Mu-
tation des Gens ist TP53R172H, deren murine Form im Gen zusammen mit KrasG12D 
zur Etablierung eines weiteren Mausmodelles für das Pankreaskarzinom ver-
wendet wird. Diese Kombination führt regelhaft zur Entstehung von Pankreas-
karzinomen, die spätestens nach einem Jahr zum Tod der Tiere führen 
(Hingorani et al. 2005).  

Neben Mutationen von KRAS und TP53 gehören Veränderungen von mothers 
against decapentaplegic homolog 4 (SMAD4) und cyclin dependent kinase inhibitor 
2A (CDKN2A) zu den verbreitetsten onkogenen Mutationen (Bailey et al. 2016a; 
Collisson et al. 2011; Koorstra et al. 2008). Andere mutierte Gene wie breast cancer 
2 (BRCA2) sind eher charakteristisch für die familiäre Form des Pankreaskarzi-
noms (Bailey et al. 2016a; Hingorani et al. 2005).  

Neben diesen häufig anzutreffenden Genmutationen weisen Pankreaskarzinome 
eine hohe Variabilität genetischer Veränderungen auf, die jeweils nur in wenigen 
Fällen der Pankreaskarzinome mutiert, inaktiviert oder amplifiziert sind, und de-
ren Funktion als driver oder passenger der Karzinogenese nicht immer offensicht-
lich ist. Auch spielen eine Vielzahl epigenetischer Veränderungen eine entschei-
dende Rolle bei der Fehlregulation zahlreicher Gene im Pankreaskarzinom 
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(Bailey et al. 2016b). Durch die hohe Heterogenität werden Subklassifizierungen 
notwendig, um individualisierte Therapien für einzelne Patienten zu entwerfen, 
die nur von bestimmten Therapien profitieren können (Pishvaian et al. 2020).  

In den letzten Jahren wurden verschiedene Modelle zur molekularen Stratifizie-
rung des Pankreaskarzinoms und dessen Stroma entwickelt, die anhand von Ri-
bonukleinsäure(RNA)-Expressionsprofilen verschiedene Subtypen der Tumor-
zellen und des Stromas charakterisieren. (Bailey et al. 2016a; Collisson et al. 2011; 
Moffitt et al. 2015). Kürzlich wurde durch Maurer und Kollegen ein Modell vor-
gestellt, das die zuvor etablierten Subtypen vergleicht, vereinfacht und harmoni-
siert. Darin werden die beiden epithelialen Subtypen "klassisch" und "basal" so-
wie die stromalen Subtypen "normal" und "aktiviert" unterschieden. Es zeigt sich 
für den basalen epithelialen Subtyp eine signifikant schlechtere Prognose vergli-
chen mit dem klassisch epithelialen Subtyp. Beim Vergleich der beiden stromalen 
Subtypen zeigt sich, dass der normale, an extracellular matrix (ECM) reiche Sub-
typ tendenziell eine schlechtere Prognose hat, ein Unterschied, der jedoch nicht 
in allen überprüften Kohorten signifikant ist. Ein Zusammenhang zwischen der 
Expression der epithelialen und stromalen Subtypen konnte bisher nicht eindeu-
tig gezeigt werden (Maurer et al. 2019).  

Auf der anderen Seite gibt es auch Daten, die zeigen, dass humane Pankreaskar-
zinomzellen als Xenograft im Mausmodell in der Lage sind, sich mittels Rekru-
tierung muriner Zellen ein TME nachzubilden. Dies steht der These von vonei-
nander unabhängigen Typen von epithelialen Tumorzellen und Stromazellen 
entgegen (Nicolle et al. 2017). 

1.3  Das Tumorstroma im Pankreaskarzinom 

Das Pankreaskarzinom gehört zu den stromareichsten Karzinomen. Die Aktivie-
rung des Stromas wird schon durch Vorläuferläsionen des Pankreaskarzinoms 
beobachtet (Aichler et al. 2012; Erkan et al. 2008; Eser et al. 2011). Über 90% der 
Tumormasse bestehen aus extrazellulärer Matrix, die mit aktivierten Fibroblas-
ten, Gefäßen und Immunzellen durchsetzt ist (Neesse et al. 2015). Hier werden 
unter anderem Kollagen, Hyaluronsäure und Fibronektin gespeichert. Zudem 
werden lösliche Wachstumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF), 
transforming growth factor β (TGF-β) und connective tissue growth factor (CTGF) aus-
geschüttet (Feig et al. 2012). Diese als Desmoplasie bezeichnete Reaktion beein-
flusst dabei wesentlich die Entwicklung des Karzinoms.  



Einleitung 9 

Bisher ist ungeklärt, ob das Stroma das Tumorwachstum fördert oder hemmt. 
Neuere Untersuchungen zeigen, dass das Tumorstroma den Tumor sowohl för-
dern, als auch hemmen kann. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine 
Depletion von α -smooth muscle actin(α -SMA)-positiven Fibroblasten im Maus-
modell zu deutlich aggressiveren Tumoren führt, höhere Mengen von ECM im 
Tumor korrelieren jedoch mit einem verkürzten Überleben (Ozdemir et al. 2014; 
Whatcott et al. 2015).  

Auf der einen Seite sorgt die ausgeprägte extrazelluläre Matrix durch ein er-
schwertes Wachstum von Lymph- und Blutgefäßen für eine stärkere Therapiere-
sistenz, da der Transport der Chemotherapeutika zu ihrem Ziel, den Tumorzel-
len, erheblich erschwert wird. Der Versuch, mittels pharmakologischer Inhibie-
rung des Sonic-Hedgehog(SSH)-Signalweges das Stromawachstum zu hemmen 
und das Ansprechen von Gemcitabin zu erhöhen, zeigte in präklinischen Studien 
Erfolge, welche klinisch jedoch nicht reproduziert werden konnten (Catenacci et 
al. 2015; Kim et al. 2014; Olive et al. 2009). Im Mausmodell konnte anschließend 
gezeigt werden, dass eine Blockade des SSH-Signalweges zwar zu einer schwä-
cheren Desmoplasie führt, jedoch in undifferenzierten und invasiven Tumoren 
resultiert (Rhim et al. 2014). 

Außerdem sind eine erhöhte Gefäßproliferation und eine erhöhte VEGF-Expres-
sion mit einem kürzeren Gesamtüberleben im humanen Pankreaskarzinom asso-
ziiert, erhöhte VEGF-Level auch mit erhöhter Metastasierungsrate (Ikeda et al. 
1999; Seo et al. 2000). Die Hemmung der Angiogenese, etwa mit Bevacizumab, 
einem monoklonalen Anti-VEGF-A-Antikörper, erbrachte in Kombination mit 
Gemcitabin allerdings keinen therapeutischen Vorteil (Kindler et al. 2010). Ganz 
im Gegenteil sind Pankreaskarzinome, die Hypoxie ausgesetzt sind, aggressiver 
und metastasieren mit einer höheren Wahrscheinlichkeit (Chang et al. 2011).  

Neben der ausgeprägten extrazellulären Matrix spielen Fibroblasten, darunter 
auch pancreatic stellate cells (PSCs), eine wichtige Rolle für die Entstehung und 
Aufrechterhaltung der desmoplastischen Reaktion im Pankreaskarzinom. Die 
Umwandlung von inaktiven, ruhenden PSCs in ihren aktiven, myofibroblasti-
schen Status geschieht durch entzündliche oder neoplastische Stimuli (Apte et al. 
2004; Bachem et al. 2005; Phillips et al. 2003). Die aktive Form steht im Zusam-
menhang mit der Überexpression von Kollagen und der Aktivierung von Tumor-
zellen (Apte et al. 2004; Bachem et al. 2005; Feig et al. 2012). PSCs fördern außer-
dem die Metastasierung des Tumors, indem sie mit den Tumorzellen migrieren 
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und in Organen wie der Leber eine Nische für die Tumorzellen schaffen (Xu et 
al. 2010).  

Im Mausmodell konnte eine die Möglichkeit gezeigt werden, die tumorfördern-
den Eigenschaften der PSCs therapeutisch mit All-Trans-Retinsäure (ATRA) zu 
reprogrammieren und so die desmoplastische Reaktion zu begrenzen. Eine 
Phase-I-Studie zur Untersuchung der Verträglichkeit des Medikaments war er-
folgreich. Eine Phase-IIb-Studie zur Evaluation der Wirkung ist in Planung 
(Froeling et al. 2011; Han et al. 2018; Kocher et al. 2020; Sherman et al. 2014). 

Um eine Prognose anhand der histologisch messbaren Stromakomposition zu er-
lauben, wurde der activated stroma index (ASI) entwickelt. Dabei wird durch das 
Verhältnis von α -SMA-positiven Fibroblasten und Kollagen die Aktivität des 
Stromas quantifiziert. Ein hoher ASI korreliert mit kürzerem Überleben (Erkan 
et al. 2008). Im Kras+/G12D;p53+/R172H;Pdx- 1-Cause-of-recombination(Cre)(KPC)-Maus-
modell konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expres-
sion verschiedener stromaler Komponenten und dem Gesamtüberleben bei un-
behandelten Mäusen gezeigt werden, auch eine Reproduktion des ASI war nicht 
möglich (Hasselluhn et al. 2020). 

Im Rahmen der Tumorstratifizierung wurde in den letzten Jahren das Stroma 
auch auf molekularer Ebene klassifiziert. Anhand von Transkriptomanalysen 
wird zwischen aktivem und normalem Stroma differenziert (Maurer et al. 2019; 
Moffitt et al. 2015). Zusätzlich gibt es Ansätze einer Charakterisierung unter Einbezie-
hung des Auftretens von Immunzellen wie Makrophagen und regulatorischen T- 
(Treg-)Zellen (Knudsen et al. 2017). Diese Stratifizierung ist noch nicht Teil der kli-
nischen Routine; durch neue immunmodulatorische Therapieansätze ist sie per-
spektivisch jedoch unumgänglich (Pishvaian et al. 2020). Insgesamt geraten Im-
munzellen als Teil des TME immer stärker in den Fokus der Forschung (Aglietta 
et al. 2014; Hessmann et al. 2020).  

1.4 Die Immunantwort auf das Pankreaskarzinom 

1.4.1 Die allgemeine Immunantwort 

Immunzellen bilden die größte Subpopulation von Zellen im Tumorstroma des 
Pankreaskarzinoms und haben großen Einfluss auf die Karzinogenese (Elyada et 
al. 2019). Das komplexe Zusammenspiel von angeborenem und erworbenem Im-
munsystem erschwert aber auch hier eine klare Zuordnung von positiven und 
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negativen Effekten auf Tumorwachstum, Metastasierung und Therapieresistenz 
(Clark et al. 2007; Elyada et al. 2019; Knudsen et al. 2017; Mielgo und Schmid 
2013). 

So ist die Tumorinfiltration durch zytotoxische cluster of differentiation(CD)8-po-
sitive T-Zellen prognostisch günstig, allerdings sind diese im Tumor oft inaktiv 
(Fukunaga et al. 2004; Neesse et al. 2019). Der Versuch, mittels Immuncheck-
point-Inhibition T-Zellen zu stimulieren ist Bestandteil zahlreicher neuer Thera-
pieansätze. Während dies z. B. im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom 
(NSCLC) bereits Teil des klinischen Alltags ist und für das Pankreaskarzinom 
präklinisch vielversprechende Ergebnisse zeigte, enttäuschten diese Therapien 
in den ersten durchgeführten klinischen Studien (Aglietta et al. 2014; Borghaei et 
al. 2015; Brahmer et al. 2012; Royal et al. 2010; Winograd et al. 2015). 

Entgegen langjährigen Annahmen zeigen fast alle Pankreaskarzinome durch die 
zahlreichen Mutationen Neoantigene, die Immunantwort darauf wird aber von 
Treg-Zellen, TAM und myeloiden Suppressorzellen (MDSCs) blockiert (Bailey et 
al. 2016a). Dieses immunsuppressive Milieu ist auch im p48+/Cre;(Lox-STOP-

Lox)LSL-Kras+/G12D(KC)- sowie KPC-Mausmodell reproduzierbar (Hingorani et 
al. 2005; Stromnes et al. 2014; Stromnes et al. 2019). Die von Teilen des Immun-
systems selbst ausgelöste Immunsuppression beginnt bereits in frühen PanIN-
Stadien mit der Blockade von CD8-positiven T-Zellen durch CD4-positive T-Zel-
len. Daneben spielt auch die induzierbare Stickstoffoxid-Synthase 2 (NOS 2) eine 
wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung der Immunsuppression. Der Angriff 
dieses Enzyms bietet daher eine weitere Therapieoption (Bailey et al. 2016a). Die 

Immunantwort wird zudem durch die erst kürzlich charakterisierten ɣ-ẟ-T-Zel-
len erschwert; tierexperimentell führt eine Unterdrückung dieser Population zu 
deutlich mehr CD-8-T-Zellen im Tumor (Daley et al. 2016). Zur weiteren Unter-
suchung der Immunantwort auf das Pankreaskarzinom existieren zahlreiche 
Mausmodelle, insgesamt spielt auch die KrasG12D-Mutation eine große Rolle für 
die Immunsuppression (Clark et al. 2009). 

1.4.2 Makrophagen im Pankreaskarzinom 

Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten, die Teil der myeloiden Reihe des 
Blutes sind, und wurden zuerst gegen Ende des 19. Jahrhunderts von Ilja Metsch-
nikow beschrieben (Cavaillon 2011). Der Name geht aus den griechischen Wör-
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tern makros für groß und phagein für Essen hervor. Damit wird deren Hauptfunk-
tion beschrieben, die darin besteht, durch Phagozytose fremde Stoffe wie z. B. 
Krankheisterreger aufzunehmen, um diese anschließend intrazellulär zu inakti-
vieren und Teile davon anderen Immunzellen zu präsentieren. Aus dem Knochen-
mark gelöste, im Blut zirkulierende Monozyten wandern in Gewebe ein und 
werden dort durch Zytokine und Stoffwechselprodukte von Krankheitserre-
gern aktiviert. Organabhängig entwickeln sich verschiedene Zelltypen mit un-
terschiedlichen Funktionen, etwa Alveolarmakrophagen in der Lunge oder 
Kupffer-Sternzellen in der Leber (Murray und Wynn 2011). 

Makrophagen und Monozyten bilden die größte Gruppe von Zellen im Pankre-
askarzinom (Elyada et al. 2019). Allgemein kann ihre Aktivierung in klassisch 
(M1-Makrophagen) und alternativ (M2-Makrophagen) unterteilt werden 
(Mantovani et al. 2002; Mantovani et al. 2004). Die klassische Aktivierung wird 

etwa durch Lipopolysaccharide (LPS) und Interferon-ɣ (IFN-ɣ) angestoßen, wäh-
rend für die alternative Aktivierung beispielsweise die Interleukine (IL) IL-4, 
IL-10 und IL-13 benötigt werden (Mantovani et al. 2004; Mielgo und Schmid 2013; 
Mills et al. 2000). Während M1-Makrophagen antiinflammatorische Wirkung 
zeigen, haben M2-Makrophagen eine immunsuppressive und dadurch tumor-
fördernde Wirkung (Cui et al. 2016). M1- und M2-Makrophagen im TME des Pan-
kreaskarzinoms werden als TAM zusammengefasst. Die Einwanderung von 
Makrophagen in Karzinome wird durch Faktoren wie CC-Chemokinligand 2 
(CCL2) und Koloniestimulierender Faktor 1 (CSF-1) gesteuert (Cui et al. 2016). 
TAM spielen im Pankreaskarzinom durch die Sekretion von VEGF-A und wei-
teren angioproliferativen Zytokinen eine wichtige Rolle bei der Gefäßentwick-
lung. Kürzlich wurde auch der Zusammenhang zwischen der Rekrutierung 
von Makrophagen durch Tumorzellen und einer höheren Gefäßproliferation ge-
zeigt (Huang et al. 2018). Im Gegensatz zu den meisten anderen malignen Tumo-
ren besitzt das Pankreaskarzinom eine geringere Gefäßdichte als das gesunde 
Gewebe. Trotzdem korreliert eine hohe VEGF-A-Expression im Pankreaskarzi-
nom mit einer stärkeren Metastasierung und einer schlechteren Prognose (Cui et 
al. 2016; Xie et al. 2006) (Abbildung 3). Die Depletion von TAM im KPC-Maus-
modell führt zu signifikant weniger Lebermetastasen (Griesmann et al. 2017). 
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Abbildung 3: Rekrutierung und Auswirkungen von Tumorassoziierten Makrophagen auf das 
Pankreaskarzinom: Monozyten wandern nach Rekrutierung durch Faktoren wie CCL2 und CSF-
1 in den Primärtumor ein. Dort tragen sie zur Immunsuppression und Metastasierung des Kar-
zinoms bei. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Makrophagen auch eine wichtige 
Rolle für die Chemotherapieresistenz des Pankreaskarzinoms spielen. 

TAM scheinen außerdem die Wirkung von Chemotherapie im Pankreaskarzi-
nom zu beeinflussen. Beispielsweise induzieren sie eine höhere Expression von 
CDA in Pankreastumorzellen und sorgen so für eine schnellere Inaktivierung 
von Gemcitabin und ein vermindertes Therapieansprechen (Frese et al. 2012; 
Weizman et al. 2014). Außerdem reduzieren TAM das Ansprechen von Pankre-
askarzinomen auf Bestrahlung und limitieren die Wirksamkeit antiangiogeneti-
scher Therapieansätze (Brown et al. 2017). 

1.5 Clodronat 

Clodronat oder Dichloromethylenbisphosphonat ist ein Bisphosphonat der ersten 
Generation. Es ist für die Therapie von postmenopausaler Osteoporose zugelas-
sen, da es Frakturen reduziert (Filipponi et al. 1995; Frediani und Bertoldi 2015). 
Clodronat kann als hydrophile Substanz nur schwer Membranen überwinden, wird 
aber von den mit Makrophagen verwandten Osteoklasten während des Kno-
chenabbaus aufgenommen und akkumuliert. Das führt zum vorzeitigen Zelltod 
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der Osteoklasten; außerdem werden durch die systemische Therapie schon die 
Monozyten als Vorläufer dieser Zellen angegriffen. Dadurch kommt es zu einer 
Verlangsamung des Knochenabbaus (Frith et al. 1997). 

 
Abbildung 4: Illustration der Wirkung von liposomalem Clodronat auf Makrophagen: Lipo-
somen werden von Makrophagen durch Phagozytose aufgenommen. Das Clodronat akkumu-
liert in den Makrophagen und führt so zum Zelltod. 

Die apoptoseinduzierende Wirkung von Clodronat kann auch genutzt werden, 
um Makrophagen systemisch zu depletieren. Dazu wird Clodronat in Liposo-
men verabreicht. Diese von van Rooijen und Kollegen 1984 etablierte Methode 
nutzt zusätzlich die Phagozytose der Makrophagen aus und ermöglicht es so, 
einen höheren Anteil an Makrophagen zu depletieren (Abbildung 4). Nach der 
Apoptose der Makrophagen wird das nun freie Clodronat renal ausgeschieden 
(van Rooijen und van Nieuwmegen 1984; van Rooijen und Sanders 1994). Im 
Tiermodell wird Clodronat zur systemischen Therapie intravenös (i. v.) oder int-
raperitoneal (i. p.) appliziert. So kann eine Depletion der Makrophagen im ge-
samten intestinalen System sowie der Milz erreicht werden (van Rooijen und 
Sanders 1994).  

Der Einsatz von liposomalem Clodronat in der Patientenversorgung ist dadurch 
eingeschränkt, dass eine Sterilisierung der Liposomen, ohne sie zu zerstören, nur 
mit großem Aufwand möglich ist. Daher beschränkt sich ihr Einsatz auf die In-
jektion in Gelenke bei Rheumatoider Arthritis im Rahmen von klinischen Stu-
dien, um zu untersuchen, ob die Depletion der eingewanderten Makrophagen zu 
einer Besserung der Symptome führt (Barrera et al. 2000). 

1.6 Genetisch modifizierte Mausmodelle 

Viele wissenschaftliche Fragestellungen lassen sich in der onkologischen For-
schung durch die Nutzung von isolierten, immortalisierten Zellen in vitro beant-
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worten. Beim Studium der Wechselwirkungen von verschiedenen Zelltypen, ext-
razellulären Komponenten, dem Immunsystem und Bindegewebszellen stoßen 
diese Methoden allerdings schnell an ihre Grenzen (Hessmann et al. 2020; 
Hingorani et al. 2003; Ponz-Sarvise et al. 2015). 

Außerdem gibt es Versuche, bei denen immunsupprimierten Mäusen Krebszel-
len entweder subkutan oder orthotop transplantiert werden. Für die Untersu-
chung der Interaktion von Tumor, Stroma, Immunsystem und Organismus ist 
die genetisch modifizierte Maus geeigneter; hier ist das Zusammenspiel der ge-
nannten Faktoren am besten nachgebildet, da sich die Tumore endogen im jewei-
ligen Organ und microenvironment entwickeln (Ding et al. 2010; Frese und 
Tuveson 2007; Ponz-Sarvise et al. 2015). Gleiches gilt für pharmakokinetische Un-
tersuchungen in vivo, da sich die Blutversorgung in endogenen Tumoren der ge-
netisch modifizierten Maus sehr ähnlich entwickelt wie in humanen Tumoren 
(Frese und Tuveson 2007). 

Um Krebs oder dessen Vorläufer zu induzieren, werden Onkogene aktiviert oder 
Tumorsuppressorgene durch Mutationen oder Deletionen inaktiviert. Im Allge-
meinen wird dazu ein organ- bzw. zellspezifischer Promotionsfaktor mit der ge-
wünschten Mutation kombiniert. Durch den organspezifischen Promotor wird 
eine DNA-Rekombinase aktiviert, die wiederum ein Stop-Codon vor der mutier-
ten Sequenz ausschneidet. Beim konditionalem knockout wird anstatt des Stop-
Codons meist das erste Exon des gewünschten Gens ausgeschnitten. So wird das 
Allel inaktiviert und für die Proteinbiosynthese nicht mehr verfügbar gemacht 
(Hingorani et al. 2003; Ponz-Sarvise et al. 2015).  

Im Vergleich zu Modellen, bei denen Tumorgewebe oder Tumorzellen subkutan 
oder orthotop implantiert werden, eignen sich die genetisch modifizierten Mäuse 
deutlich besser, um die Wechselwirkung von Tumorzellen und dem TME zu un-
tersuchen (Frese und Tuveson 2007). Hier entwickelt sich das Stroma parallel zu 
den Vorläuferläsionen und dem invasiven Tumor.  

1.6.1 Das KC-Mausmodell 

Für diese Arbeit wurden zwei unterschiedliche Mausmodelle verwendet. Das 
KC-Mausmodell bildet regelhaft PanINs aus, die sich im weiteren Verlauf zu 
Pankreaskarzinomen entwickeln; dieser Prozess benötigt Monate bis Jahre 
(Hingorani et al. 2003). Zur Generierung wurden zunächst Mäuse mit einem mu-
tierten Kras-Allel (Kras+/G12D) erzeugt. Das geschah durch ein Genkonstrukt mit 
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einer LSL-Gruppe aufwärts eines Kras-Locus, in dessen Exon 1 in Codon 12 Gly-
cin durch Aspartat ersetzt wurde (KrasG12D) (Jackson et al. 2001). Die Verpaarung 
mit Tieren, die heterozygot die Cre-Rekombinase des pankreasspezifischen Pro-
motors p48 exprimieren (p48+/Cre), sorgte bei den Nachkommen mit Genotyp 

p48+/Cre;LSL-Kras+/G12D durch Exzision des Stop-Codons zur pankreasspezifischen 
Expression des mutierten KrasG12D (Hingorani et al. 2003).  

1.6.2 Das KPC-Mausmodell 

Für das zweite in dieser Arbeit verwendete transgene Tiermodell wurden Mäuse 

mit mutiertem Kras-Allel und mutiertem p53-Allel, also dem Kras+/G12D;p53+/R172H-
Genotyp mit Mäusen des Pdx-1-Cre-Genotyps gekreuzt. Der hier entstehende 

Kras+/G12D;p53+/R172H;Pdx-1-Cre-Genotyp, im Weiteren KPC-Genotyp genannt, ex-
primiert die mutierten Allele von Kras und p53 pankreasspezifisch und entwickelt 
innerhalb von drei bis zehn Monaten endogene Pankreastumore (Hingorani et 
al. 2005; Olive et al. 2004). Die Genotypen der Zuchttiere wurden wie oben be-
schrieben gewählt, damit diese keinen veränderten Phänotyp ausbilden und so-
mit keine tumorassoziierten Symptome aufweisen. 

1.7 Ziel der Arbeit 

Die medikamentöse Therapie des Pankreaskarzinoms sowohl im palliativen Set-
ting als auch in der adjuvanten Situation wird mit Kombinationschemotherapien 
(z. B. FOLFIRINOX, nab-Paclitaxel und Gemcitabin) durchgeführt.  

Viele Jahre war Gemcitabin das einzige, jedoch gering wirksame Chemothera-
peutikum zur Behandlung des Pankreaskarzinoms, welches jedoch das mittlere 
Überleben der Patienten nur marginal verlängern konnte. Durch die Hinzu-
nahme weiterer Substanzen (z. B. nab-Paclitaxel) konnte die Wirksamkeit gering-
fügig erhöht werden und auch das mittlere Überleben der Patienten verlängert 
werden. Charakteristisch ist, dass isolierte Tumorzellen in der Zellkultur sehr gut 
auf einzelne Chemotherapeutika ansprechen, während diese im Tumorgewebe 
kaum Wirkung zeigen. Die Gründe für die große Diskrepanz zwischen therapeu-
tischem Ansprechen in vivo und in vitro sind noch nicht vollständig verstanden. 
Verschiedene Arbeiten lassen vermuten, dass die direkte metabolische Inaktivie-
rung von Gemcitabin, beispielsweise durch Fibroblasten oder Bakterien, eine 
große Rolle spielt (Geller et al. 2017; Hessmann et al. 2018). Makrophagen sind 
unter anderem für das Entstehen von Fernmetastasen im Pankreaskarzinom ein 



Einleitung 17 

wichtiger Faktor, außerdem aktivieren sie CDA in Tumorzellen und sorgen 
dadurch für eine schnellere Inaktivierung des Medikaments (Griesmann et al. 
2017; Weizman et al. 2014). Die direkte Metabolisierung von Gemcitabin durch 
Makrophagen wurde noch nicht erforscht.  

Das Ziel dieser Studie ist die Analyse des Gemcitabinmetabolismus von Makro-
phagen und dessen Auswirkung auf neue therapeutische Optionen im Pankre-
askarzinom. Auf der einen Seite sollen durch In-vitro-Experimente die Metaboli-
sierung von Gemcitabin in Makrophagen sowie die Auswirkung davon auf Tu-
morzellen untersucht werden. Auf der anderen Seite sollen mögliche Auswir-
kungen einer therapeutischen Makrophagendepletion auf das Pankreaskarzi-
nom und dessen Ansprechen auf Gemcitabin im Mausmodell eruiert werden. 
Nur durch die Kombination der beiden Ansätze können sowohl die direkte me-
tabolische Konsequenz der Makrophagen als auch die Auswirkung einer Mak-
rophagendepletion während der Chemotherapie auf das komplexe Pan-
kreasstroma und die Tumorzellen untersucht werden.  



Material und Methoden 18 

2 Material und Methoden 

2.1 Geräte 

Tabelle 1: Geräte 

Gerät Hersteller 

Absaugsystem BVC Control Vacuubrand, Wertheim  

Akkupipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Eberstadt 

Aspirator Grant-bio FTA-1 Grant, Cambridge, Vereinigtes 
Königreich 

Autoklav Tecnomara, Fernwald 

Autoklav Laboklav SHP Steriltechnik, Haldensleben 

Digitalkamera Cyber-Shot DSC-RX100 Sony Europe, Surrey, Vereinig-
tes Königreich 

Einbettsystem EG1150 H Leica, Wetzlar 

Eismaschine AF80 Scotsman, Vernon Hills, Illinois 

Feinwaage PT210 Sartorius, Göttingen 

Gel-Dokumentations-System Chemidoc Bio-Rad, Hercules, Kalifornien  
Gel-Dokumentations-System Chemocam 
Imager 

Intas, Göttingen 

Gelelektrophoresesystem 41-2025 Peqlab, Erlangen 

Heizplatte für Kleintiere snuggleSafe snuggleSafe, West Sussex, Ver-
einigtes Königreich 

Hood Universal Hood II Bio-Rad, Hercules, Kalifornien 

Inkubator UN55pa Memmert, Schwabach 
Kleintierultraschall Visual Sonics 
Vevo2100 

FUJIFILM VisualSonics, 
Toronto, Kanada 

Kühl- und Gefrierschränke Medline Liebherr, Biberach an der Riß 

Kühlzentrifuge PerfectSpin 24R Peqlab, Erlangen 

Mikroskop BX43 Olympus Europa, Hamburg 

Mikroskop ID03 Zeiss, Jena 

Mikrotom RM2265 Leica Biosystems, Nußloch 

Mikrowelle NN-E209W Panasonic, Kadoma, Japan 
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Gerät Hersteller 

 
Mini Gel Tank für Western Blot (WB) 

 
Thermo, Waltham, Massachus-
etts 

Minizentrifuge Sprout Heathrow Scientific, Vernon 
Hills, Illinois 

Multipette plus Eppendorf, Hamburg 

Nekropsiebesteck Karl Hammacher, Solingen 

Objektträger-Strecktisch OTS 40 Medite, Burgdorf 

Parrafineinbettgerät EG1150 H Leica Biosystems, Nußloch 

Photometer P330 Implen, München 

Photometer PHOmo Autobio, Zhengzhou, China 

Pipetten (5; 20; 100; 1.000 µl) Eppendorf, Hamburg 

Real-Time Polymerase-Kettenreak-
tion(PCR)-System StepOnePlus 

Thermo, Waltham, Massachus-
etts 

Rotationsinkubator Rotator SB3 Stuart, Stone, Vereinigtes Kö-
nigreich 

Schüttelinkubator PSU-20i Grant, Cambridge, Vereinigtes 
Königreich  

Spannungsquelle PowerPac HC Bio-Rad, Hercules, Kalifornien 

Thermoblock TH21 Hettich Benelux, Geldermalsen, 
Niederlande 

Thermocycler FlexCycler Analytik Jena, Jena 

Thermocycler T100 Bio-Rad, Hercules, Kalifornien 

Vortexmischer Reax 1 Heidolph, Schwabach 

Wasserbad GFL 1052 Gesellschaft für Labortechnik, 
Burgwedel 

Wippe Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 

Zellkultur-Inkubator Heracell 240i Thermo, Waltham, Massachus-
etts 

Zellzähler Cellometer Auto 1000 Nexcelcom Bioscience, Law-
rence, Massachusetts 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg 
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Gerät Hersteller 

 
Zentrifuge Multifuge X1R 

 
Thermo, Waltham, Massachus-
etts 

Zentrifuge Perfectspin 24 Plus Peqlab, Erlangen 

Zentrifuge Perfectspin P Peqlab, Erlangen 

Zentrifuge Universal 320R Hettich, Lauenau 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsgut Hersteller 

Augenschutzcreme Bepanthen Bayer Vital, Leverkusen 

Blottingmembran Protran 0,45 µm Nit-
rocellulose 

GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Vereinigtes Königreich 

Deckgläser Thermo, Waltham, Massachusetts 

Einbettkassetten Th. Geyer, Renningen 

Filterpipettenspitzen 20 µl, 100 µl, 
1000 µl 

Starlab, Hamburg 

Glaswaren DWK Life Sciences, 
Wertheim/Main 

Haarentfernungscreme Veet Reckitt Benckiser Deutschland, 
Heidelberg 

Kryoröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrotomklinge Feather S35 pfm medical, Köln 

Multipettenspitzen GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Vereinigtes Königreich 

Multipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 

Nitrocellulosemembran 0,45 µm GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Vereinigtes Königreich 

NuPage 4 – 12% Bis-Tris-Gel 1.0 mm 10 
Well, 15 Well, 20 Well 

Thermo, Waltham, Massachusetts 

Objektträger Thermo, Waltham, Massachusetts 
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Verbrauchsgut Hersteller 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, 
Menasha, Wisconsin 

Pipettenspitzen Combitips advanced  
0,5 ml, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml 

Eppendorf, Hamburg 

Skalpell Feather, Osaka, Japan 

Spritze 1 ml Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, New Jersey 

Spritze 5 ml, 10 ml B. Braun Melsungen, Melsungen 

Spritze Insulin 30 G Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, New Jersey 

Sterilfilter Eppendorf, Hamburg 

Ultraschallgel Asmuth, Minden 

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 

 

2.3 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 

2-Propanol Sigma, St. Louis, Missouri 

Agarose Nippon Genetics, Tokio, Japan 

Albumin-Standards 2 mg/ml Thermo, Waltham, Massachusetts 

Ammoniumchlorid Sigma, St. Louis, Missouri 

beta-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Borsäure Merck, Darmstadt 

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg 

Bromphenolblau pH 3 – 4,6 Merck, Darmstadt 

Calciumchlorid-Dihydrat Applichem, Darmstadt 

Chloroform Carl Roth, Karlsruhe 

Chlorwasserstoffsäure 37% Carl Roth, Karlsruhe 

cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail Sigma, St. Louis, Missouri 
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Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Coomassie Protein-Nachweis-Reagenz  Thermo, Waltham, Massachusetts 

Dulbecco‘s modified eagle‘s medium 
(DMEM)  

Thermo, Waltham, Massachusetts 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, St. Louis, Missouri 

DNA-Zeiger Gene Ruler Plus 1 Kilobase 
(kB) 

Thermo, Waltham, Massachusetts 

Desoxyribonukleosidtriphosphate 
(dNTPs) 100 mM 

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien 

phosphate buffered saline (PBS) Thermo, Waltham, Massachusetts 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Thermo, Waltham, Massachusetts 

Eosin-Lösung Sigma, St. Louis, Missouri 

Essigsäure 100% Sigma, St. Louis, Missouri 

Ethanol Th. Geyer, Renningen 

Ethanol, vergällt Th. Geyer, Renningen 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) 

Sigma, St. Louis, Missouri 

Fetales bovines Serum (FBS) Biowest, Nuaille, Frankreich 

Fettarmes Milchpulver Applichem, Darmstadt 

Formaledehyd-Lösung 4% Merck, Darmstadt 

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 

Ziegenserum Dako Denmark, Glostrup, Däne-
mark 

Hämatoxylin nach Mayer Sigma, St. Louis, Missouri 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure(HEPES)-Puffer 

Carl Roth, Karlsruhe 

Isotonische Kochsalzlösung B. Braun Melsungen, Melsungen 

Kaliumhydrogencarbonat Sigma, St. Louis, Missouri 

LPS Peprotech, Rocky Hill, New Jersey 

Magnesiumchlorid Sigma, St. Louis, Missouri 

minimal essential medium (MEM) Thermo, Waltham, Massachusetts 
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Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe 

Midori Green  Nippon Genetics, Tokio, Japan 

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid Sigma, St. Louis, Missouri 

Natriumfluorid Sigma, St. Louis, Missouri 

Natriumorthovanadat Sigma, St. Louis, Missouri 

Natriumpyrophosphat-Dekahydrat Sigma, St. Louis, Missouri 

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin 

Nikotinamid Sigma, St. Louis, Missouri 

NuPAGE LDS Puffer Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien 

NuPAGE 3-(N-Morpholino)propansul-
fonsäure (MOPS) Natriumlaurylsul-
fat(SDS)-Laufpuffer/Transferpuffer 

Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien 

Paraffin (Einbettwachs) Engelbrecht, Edermünde/Besse 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, St. Louis, Missouri 

Ponceau-Rot Sigma, St. Louis, Missouri 

RNAsin Ribonuklease-Inhibitor Promega, Madison, Wisconsin 

Roticlear Carl Roth, Karlsruhe 

Rotimount Einschlussmittel Histologie Carl Roth, Karlsruhe 

Rosswell Park Memoriam Institute 
1640(RPMI)-Medium 

Thermo, Waltham, Massachusetts 

Salzsäure 37% Applichem, Darmstadt 

Streptomycin Sigma, St. Louis, Missouri 

Thiazolylblautetrazoliumbromid Sigma, St. Louis, Missouri 

Transferpuffer (20x) für WB Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
(TRIS) 

Carl Roth, Karlsruhe 
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Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Triton-X-100 Applichem, Darmstadt 

Trizol Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien 

Trypanblau Biochrom, Berlin 

Trypsin-EDTA 0,5% (10x) Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien 

Tween 20 Applichem, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth, Karlsruhe 

Western Blot Amersham Full Rainbow 
Marker 

GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Vereinigtes Königreich 

Zitronensäure-Monohydrat Carl Roth, Karlsruhe 

 
2.4 Puffer und Ansätze 

Alle hier dargestellten Puffer wurden mit destilliertem Wasser hergestellt und 
bei Bedarf zusätzlich steril filtriert oder autoklaviert.  
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Tabelle 4: Puffer 

Puffer 

 
 

Bestandteil Menge 
TRIS-Borat-EDTA(TBE)-Puffer TRIS  0,9 M 
 

Borsäure 0,9 M 
 

EDTA 25 mM 
 

ddH2O 
 

1000 ml 
TRIS-EDTA(TE)-Puffer 10x, pH 9,0 EDTA 

 
10 mM  
  

TRIS 100 mM  
 

ddH2O  
 

1000 ml 
TRIS-Borat-Natriumchlorid (TBS) 
10x Konzentrat, pH 7,5 

Tris-HCl 165 mM 
 

 
TRIS 35 mM  

 
Natriumchlorid 5 M 

 
ddH2O  
 

1000 ml 
PBS-Tween (PBS-T): Tween 20 1 ml  
 

PBS 
 

1000 ml 
TBS-Tween (TBS-T): Tween 20 1 ml  
 

TBS 
 

1000 ml  
Block-Puffer: TBS-T  100 ml 
 

Milchpulver 5 g 
Erythrozyten-Lysepuffer ddH2O 1000 ml 
 

Ammoniumchlorid 8 g 
  

Kaliumhydrogencarbonat 1 g 
  

EDTA 37,2 mg 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid(MTT) 

Thiazolylblautetrazolium-
bromid 

0,61 g 
 

 
ddH2O 100 ml 

MTT-Lösungsansatz 2-Propanol 897 ml 
 

TritonX-100 103 ml 
 

HCl 0,1 M  
Einfriermedium für Zellen FCS 90 ml 

  
DMSO 10 ml 



Material und Methoden 26 

2.5 Kits 

Tabelle 5: Kits 

Anwendung Name Hersteller 

Genotypisierungs-
PCR 

KAPA HotStart Mouse 
Genotyping Kit 

Sigma, St. Louis, Mis-
souri 

Immunhistochemie  3,3‘-Diaminobenzidin 
(DAB) Peroxidase Sub-
stratkit ImmPACT 

Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien 

Immunhistochemie Mouse on Mouse 
(M.O.M.) basic kit 

Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien 

Immunhistochemie 
Peroxidase rab-
bit/mouse 

Vectastain ABC Kit Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien 

Mykoplasmen-Un-
tersuchungs-Kit 

Look-Out Sigma, St. Louis, Mis-
souri 

PCR TaqMan Gene Expression 
Master Mix 

Thermo, Waltham, Mas-
sachusetts 

RNA-Aufreinigung RNeasy mini Kit Quiagen, Hilden 

RNA-Isolation peqGOLD Total RNA Peqlab, Erlangen 

2.6 Zytokine 

Tabelle 6: Zytokine 

Zytokin Spezies Hersteller 

CSF-1 murin Peprotech, Rocky Hill, New Jersey 

IFN-ɣ human Peprotech, Rocky Hill, New Jersey 

IL-13  human Peprotech, Rocky Hill, New Jersey 

IL-4 human Peprotech, Rocky Hill, New Jersey 



Material und Methoden 27 

2.7 Medikamente 

Tabelle 7: Medikamente 

Medikament Hersteller 

5-Fluorouracil Sigma, St. Louis, Missouri 

Gemcitabin Sigma, St. Louis, Missouri 

Isofluran AbbVie Deutschland, Ludwigshafen 

Paclitaxel Sigma, St. Louis, Missouri 

Penicillin-Streptomycin 
(Pen/Strep) 

Sigma, St. Louis, Missouri 

 

2.8 Antikörper 

Tabelle 8: Antikörper 

Antikörper Katalog-
nummer 

Hersteller Verdünnung 

CD68 ab53444 Abcam, Cambridge, 
Vereinigtes König-
reich 

1:50 (Immun-
histochemie 
(IHC)) 

cleaved caspase 3 
(CC3) 

9664 Cell Signaling, Dan-
vers, Massachusetts 

1:100 (IHC) 

Ki-67 RM-9106-so Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

1:200 (IHC) 

 

 

 

Tabelle 9: Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Katalog-
nummer 

Hersteller Verdün-
nung 
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goat anti mouse Immunglobulin 
G (IgG)/horseradish peroxidase  

P0161 Dako, Glostrup, 
Dänemark 

1:2000 
(WB) 

goat anti rabbit  E0432 Dako, Glostrup, 
Dänemark 

1:300 
(IHC) 

rabbit anti mouse E0354  Dako, Glostrup, 
Dänemark 

1:300 
(IHC) 

2.9 TaqMan-Ansätze 

Tabelle 10: Taqman-Ansätze 

TaqMan-Ansatz Katalognummer Hersteller 

C-X-C motif chemokine ligand 
(CXCL)10 (human) 

Hs001714042_m1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

CXCL2 (human) Mm00436450_m1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

CCL22 (human) Hs01575247_m1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

mannose receptor 1 (MRC1) (human) Hs00267207_m1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

β-Aktin (human) Hs99999903_m1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

β-Aktin (murin)  Mm00607939_s1 Thermo, Waltham, 
Massachusetts 

2.10 Software und Internetadressen 

Tabelle 11: Software und Internetadressen 

Beschreibung Hersteller/Anbieter Verwendung 

Affinity Designer 1.7.2 Serif, Nottingham, Ver-
einigtes Königreich 

Erstellung von Grafiken 
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AUTOsoft 2.6 Autobio, Zhengzhou, 
China 

Auswertung MTT 

CellSens Entry 1.12 Olympus, Tokyo, Japan Mikroskopfotografie 

Excel 2016 Microsoft, Redmond, 
Washington 

Statistik, Dokumenta-
tion, Erstellung von Dia-
grammen 

FIJI 1.0 Johannes Schindelin 
und weitere 

Auswertung HE- und 
IHC 

GraphPad Prism 
7.03/8.1.1 

GraphPad, La Jolla, Ka-
lifornien 

Statistik, Erstellung von 
Diagrammen 

Pixelmator 3.6 Pixelmator Team, Vil-
nius, Litauen 

Bildbearbeitung 

PowerPoint 2016 Microsoft, Redmond, 
Washington 

Erstellung von Grafiken 

StepOne 2.3 Life Technologies, 
Carlsbad, Kalifornien 

Auswertung quantita-
tive Echtzeit-PCR 
(qPCR) 

Word 2016 Microsoft, Redmond, 
Washington 

Textverarbeitung 

2.11 Zelllinien 

Die humane Monozytenzelllinie THP-1 (american type culture collection(ATCC) 
TIB-202) wurde aus dem Blut eines an Akuter Myeloischer Leukämie (AML) er-
krankten Kindes gewonnen (Tsuchiya et al. 1980). Sie ist durch humane Interleu-
kine zu Makrophagen differenzierbar, die sich weiter zu M1- und M2-Makropha-
gen polarisieren lassen. In dieser Arbeit wurde sie daher als Modell für tumoras-
soziierte und entzündungsassoziierte Makrophagen verwendet. 

Die humane Zelllinie BxPC-3 (ATCC CRL-1687) wurde mittels Biopsie einem 
Pankreascorpustumor entnommen (Tan et al. 1986).  

Die Zelllinie PANC-1 (ATCC CRL-1469) wurde aus einem invasiv wachsenden 
duktalen Adenokarzinom des Pankreas bei einem 56-jährigen Mann isoliert. Die 
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adhärent wachsenden Zellen haben eine KRAS- sowie eine P53-Mutation (Lieber 
et al. 1975). Sie wird in dieser Arbeit als Modell für Zellen eines fortgeschrittenen, 
schlecht differenzierten Karzinoms verwendet. 

Die humane Zelllinie L3.6 wurde durch In-vivo-Selektion der Zelllinie COLO357 
gewonnen. Diese Zelllinie entstammt der Lymphknotenmetastase eines Pankre-
askarzinoms. Die Zellen wurden in Leber und Milz von Nacktmäusen injiziert. 
Daraufhin wurden Zellen aus in den Mäusen entstandenen Metastasen isoliert 
und kultiviert. Dieser Vorgang wurde mit dem Zwischenschritt der Generierung 
der Zelllinie L3.3 mehrfach wiederholt. Wegen der starke Selektion der Zellen  
durch Metastasierung hat diese Zelllinie starke metastatische Eigenschaften 
(Bruns et al. 1999; Vezeridis et al. 1992). 

Die beiden humanen PSC-Zelllinien Klon 2.2 und HPSC wurden aus resezierten 
Pankreaskarzinomen gewonnen und mittels Telomerase und dem großen T-An-

tigen immortalisiert. Die Zellen exprimieren α -SMA und Vimentin, HPSC außer-
dem glial fibrillary acidic protein (GFAP). Sie werden in Co-Kultur-Versuchen ein-
gesetzt, um einzelne Eigenschaften von PSCs zu simulieren (Hwang et al. 2008; 
Jesnowski et al. 2005; Ramu et al. 2019). 

Die Zelllinien KPC-3468 und KPC-3082 wurden aus den Tumoren von Mäusen 
mit KPC-Genotyp isoliert (Hingorani et al. 2005). Durch den heterozygoten 
knockout von p53 und der Mutation von KrasG12D kommt es zu weiteren Mutatio-
nen, die in den Zelllinien vorliegen.  

Nach derselben Methode wurde die Zelllinie KPC-3468 generiert. Allerdings ist 
die KPC-Maus, die verwendet wurde, das Ergebnis einer zehnfachen Rückkreu-
zung von KPC-Mäusen mit C57BL/6(BL/6)-Mäusen, um einen reinen BL/6-Hin-
tergrund in der Zelllinie zu erreichen. Dadurch ist diese Linie gut geeignet für 
die Co-Kultur-Experimente mit den primär isolierten Makrophagen aus BL/6-
Mäusen. 

2.12 Molekularbiologische Methoden 

2.12.1 Isolation von DNA aus Mausschwanzbiopsien 

Zur Feststellung des Genotyps der Nachkommen transgener Mäuse wurde den 
Mäusen 18 – 21 Tage nach der Geburt eine Schwanzbiopsie entnommen. Daraus 
wurde die DNA mittels HotSHOT-Methode isoliert, indem den Proben 75 µl Alka-
line-Lysepuffer hinzugegeben wurden (Truett et al. 2000). Daraufhin wurden sie 
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für 30 min auf 95 ◦C erhitzt und anschließend bei 4 ◦C mit 75 µl Neutralisations-

puffer versetzt. Die entstandene DNA-Vorlage wurde bei −80 ◦C gelagert. 

2.12.2 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Amplifizierung der aus den Mausschwänzen isolierten DNA erfolgte durch 
PCR (Mullis et al. 1986). Diese wurde mit dem KAPA2G Robust PCR-Kit von 
Sigma durchgeführt. Als Thermocycler wurden der FlexCycler von Analytik Jena 
oder das Modell T100 von Bio-Rad verwendet. Der Standardansatz und das Pro-
tokoll sind in Tabelle 12 und Tabelle 13 dargestellt. 

Tabelle 12: Genotypisierungs-PCR: Standardansatz 

Komponente Menge in µl 

ddH2O 4,25 

DNA-Vorlage 1 

Forward-Primer  0,5 

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit 6,25 

Reverse-Primer 0,5 

 

 

 

Tabelle 13: Genotypisierungs-PCR: Standardprotokoll 

Temperatur und Zeit Anzahl Zyklen 

Initiale Denaturierung 1 

 Denaturierung 34 

Primer-Anlagerung und Polymerisation 34 

2.12.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Aufteilung von DNA-Fragmenten nach Größe erfolgte mittels Agarose-Gel-
elektrophorese. In die Taschen des 1,5%igen Agarosegels wurden 12 µl des Pro-
duktes der PCR gegeben, ebenso Positiv-, Negativ- und Wasserkontrollen sowie 
eine Leiter, die den Lauf in 100 Basenpaaren (bp) anzeigt. Die Auftrennung der 
DNA gelang in einer mit TBE-Puffer gefüllten Gelkammer bei einer Spannung 
von 150 V über 45 min. Das Midori Green interkalierte in die Doppelstrang-
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DNA, sodass diese mittels ultravioletten Lichts der Wellenlänge 302 µm detek-
tiert werden konnte. 

2.12.4 Isolation von RNA aus Zellen 

Zur Gewinnung von Material wurden zunächst 5*105 Zellen in 2 ml Medium auf 
eine 6-Well-Platte ausgesät. Am folgenden Tag wurde das Medium entfernt und 
die RNA mit dem PeqGOLD Total RNA Kit isoliert. Die Funktion des Kits 
basiert auf der von Chomczynski und Mackey beschriebenen Single-Step-Me-
thode (Chomczynski und Mackey 1995). Am Ende lag die RNA in ribonuklease-
freiem Wasser gelöst vor. 

2.12.5 Reverse Transkriptase-Reaktion 

Für die Analyse der Boten-RNA (mRNA) durch qPCR musste die isolierte RNA 
zunächst mittels reverser Transkriptase in komplementäre Desoxyribonuklein-
säure (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu wurde die Konzentration der 
mRNA photometrisch bestimmt. Danach wurde 1 µg RNA in 9 µl ddH2O ver-
dünnt, mit 1 µl des Ribonuklease-Inhibitors RNasin versetzt und für 10 min bei 

65 ◦C inkubiert. Die darauffolgende reverse Transkription wurde zuerst von 
Spiegelmann und Kollegen beschrieben (Spiegelman et al. 1971). Die mRNA 

wurde mit dem in Tabelle 14 beschriebenen Ansatz bei 38 ◦C für 60 min und an-

schließend bei 72 ◦C für 10 min inkubiert. Dem Produkt wurden 120 µl ddH2O 

zugegeben; die cDNA wurde bei −20 ◦C gelagert. 

Tabelle 14: Reverse Transkriptase: Standard-Ansatz 

Komponente Menge in µl Konzentration 

5x RT-Puffer 8 - 

dNTPs 8 10 mM 

DTT 4 0,1 M 

MMLV-RT 2 200 U/I 

P(dT)15 Oligo Primer 8 8 nM 

RNA mit RNAsin 8 - 
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2.12.6 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 

Zur Quantifizierung einzelner Gene in aus Zellen oder Gewebe isolierter mRNA 
wurde die quantitative qPCR mit TaqMan-Sonden verwendet. Bei diesem Ver-
fahren wird die Tatsache genutzt, dass die Taq-Polymerase neben der Polymera-
seaktivität auch eine 5’-3’-Exonukleaseaktivität besitzt. So wird am Ende jedes 
Vervielfältigungszyklus die mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff versehene 
Primer-Sonde abgebaut. Dadurch entfernt sich der Reporter-Farbstoff von dem 
die Fluoreszenz unterdrückenden quencher am anderen Ende der Sonde, wäh-
rend die gemessene Fluoreszenz mit der Anzahl der Vervielfältigungen in jedem 
Zyklus korreliert. Dieser Effekt wird durch den Förster-Resonanzenergietransfer 
ermöglicht (Holland et al. 1991). Als Referenz-Gen wurde β -Actin zur Berech-
nung herangezogen. Quantifiziert wurde mittels der Cycle-Treshold-Methode. Das 
Standardprotokoll für die qPCR ist in Tabelle 15 beschrieben. 

Tabelle 15: q-PCR: Standard-Protokoll 

Funktion Temperatur in ◦C 
°C 

Zeit in s Zyklen 

Aufheizen 50 120 1 

Initiale Denaturierung 95 600 1 

Denaturierung 95 15 40 

Anlagerung, Polymerisation 60 60 40 

 

2.13 Zellbiologische Methoden 

2.13.1 Kulturbedingungen 

Alle Zelllinien wurden bei 37 ◦C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
weiteren Kulturbedingungen der Zelllinien finden sich in Tabelle 16. Abhängig 
von Teilungsrate und Zelldichte wurde alle ein bis vier Tage ein Teil der Zellen 
verworfen. Zur Verdünnung wurde das Medium abgesaugt, mit 8 ml phosphate 

buffered saline (PBS) gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung bei 37 ◦C bis 
zum Ablösen der adhärenten Zellen inkubiert. Daraufhin wurde das Trypsin mit 
Kulturmedium inaktiviert. Die Zellen wurden bei 1200 Umdrehungen pro Mi-
nute (rpm) 3 min zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 
frischem Medium aufgenommen und verdünnt. Die Zellzahl wurde durch das 
Cellometer Auto 1000 von Nexelcom bestimmt. 



Material und Methoden 34 

 

Tabelle 16: Kulturbedingungen der Zelllinien 

Zelllinie Spezies Kulturmedium 

BxPC-3 Human RPMI + 10% hitzeinaktiviertes FCS 

HPSC Human DMEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS 

Klon 2.2 Human DMEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS 

L3.6 Human MEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS 

PANC-1 Human DMEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS 

THP-1 Human RPMI + 10% hitzeinaktiviertes FCS + 1%                                                            
Natriumpyruvat 

 BMDM Murin RPMI + 5% hitzeinaktiviertes FCS + 1% Pen/Strep 

KPC 1, 2, 3 Murin DMEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS  

2.13.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen 

Zur Einlagerung wurden 106 Zellen mit 1 ml Kryomedium, bestehend aus 10% 
DMSO und 90% FCS, nach Zentrifugation resuspendiert und im Kryoröhrchen 

für 24 h in einer Styroporbox bei −80 ◦C inkubiert. Danach wurden die Zellen 

entweder bei −80 ◦C oder in flüssigem Stickstoff bei ca. −140 ◦C gelagert. Zur 

Verwendung der Zellen wurden diese bei 37 ◦C aufgetaut, in 10 ml des Kultur-
mediums resuspendiert und 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Medium 
wurde abgenommen und die Zellen mit frischem Medium in Zellkulturflaschen 
gefüllt. Am nächsten Tag wurde das Medium erneut abgenommen und mit fri-
schem Medium ersetzt, um verbliebenes DMSO zu entfernen.  

2.13.3 Mykoplasmentest 

Die Überprüfung der Kontamination auf Mykoplasmen wurde mit einem PCR-
Kit nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Es wurden Zellen mit einer 
Konfluenz von 80 bis 100% und maximal 48 h altem Medium untersucht. Der 
Überstand wurde für 5 min bei 95 °C inkubiert und zentrifugiert. Anschließend 
wurden die JumpStart Taq DNA-Polymerase und der Rehydrationspuffer aus 
dem Kit zu den Proben hinzugefügt. Es wurden 7 µl 100 bp DNA-Zeiger sowie 
12 µl Probe (in Duplikaten) auf 1,2% Agarosegel mit Midori Green gegeben. Nach 



Material und Methoden 35 

der Gel-Elektrophorese wurden die Banden mit dem ChemiDoc-System visuali-
siert und archiviert. 

2.13.4 Polarisierung von humanen Makrophagen 

Zellen der nicht adhärenten Zelllinie THP-1 wurden gezählt und auf Platten 

aufgebracht; für 6-cm-Petrischalen wurden 1,5*106 Zellen in 2 ml Medium ver-
wendet. Für die Polarisation zum M1-Phänotyp wurde das Medium für 6 h mit 
200 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) behandelt; danach wurden für 

weitere 66 h 20 ng/ml IFN-ɣ und 100 ng/ml LPS hinzugesetzt. Für die Polarisa-
tion zum M2-Phänotyp wurde das Medium für 72 h mit 200 ng/ml PMA, 
20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml IL-13 behandelt (Abbildung 5). Danach wurde ent-
weder das Medium von den nun adhärenten Makrophagen gegen frisches Kul-
turmedium ausgetauscht oder die Zellen gewaschen und ihrer weiteren Ver-
wendung zugeführt. 

 
Abbildung 5: Polarisation von THP-1-Monozyten: THP-1-Zellen werden für 6 h mit PMA inku-

biert, dann werden für 66 h IFN-ɣ und LPS hinzugefügt; so entstehen M1-Makrophagen. Zur 
Gewinnung von M2-polarisierten Makrophagen werden die THP-1-Zellen für 72 h mit PMA, IL-4 
und IL-13 inkubiert. Die polarisierten Zellen sind adhärent. 

2.13.5 Isolation und Differenzierung von murinen Makrophagen 

Murine Makrophagen wurden aus dem Knochenmark der Tibia und des Femurs 
von BL/6-Mäusen gewonnen. Wir verwendeten dafür eine modifizierte Version 
des von Mühlberg im Jahr 2016 beschriebenen Protokolls (Mühlberg et al. 2016). 
Dazu wurde die Maus zunächst durch zervikale Dislokation getötet und mit ei-
nem Skalpell das Fell an ihren Beinen eröffnet und entfernt. Der Femurknochen 
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wurde mit Hilfe des Skalpells aus dem Hüftgelenk gelöst und sowohl proximal 
als auch distal Gewebe bis zu den Grenzen von Tibia und Femur entfernt. Die 
Knochen wurden in kaltes PBS auf Eis überführt und dort mit dem Skalpell von 
Muskeln und Sehnen befreit. Zur Extraktion des Knochenmarks wurden die ge-
säuberten Knochen mit einer 0,45 x 25 mm messenden Kanüle und einer 1-ml-
Spritze mehrmals mit kaltem RPMI gespült (Abbildung 6). 

Abbildung 6: Gewinnung von primären murinen Makrophagen: Zunächst wurden Tibia- und 
Femurknochen gespült; die so gewonnenen Zellen wurden mittels Zentrifugation isoliert. An-
schließend wurden die Monozyten aufgereinigt und zu Makrophagen differenziert. 

Das Medium wurde bei 4 ◦C und 1200 rpm für 7 min zentrifugiert, abgenommen 
und das Zellpellet mit frischem, kaltem RPMI resuspendiert. Dieser Vorgang 
wurde einmal wiederholt. Anschließend wurde das Medium abgenommen, das 
Pellet mit 10 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und bei Raumtemperatur 

für 10 min inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen wieder 7 min bei 4 ◦C und 
1200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen mit 

5 ml RPMI resuspendiert, gezählt und entweder 2*106 Zellen auf eine 10-cm-Pet-

rischale in 10 ml oder 1*106 Zellen in 2 ml auf eine 6-Well-Platte aufgebracht. Das 
verwendete Medium wurde mit 5% FCS und 1% Pen/Strep-Ansatz versetzt. Zur 
Differenzierung wurden 5 ng/ml murines CSF-1 zugesetzt, die Zellen wurden 
für bis zu sieben Tage inkubiert und dann weiterverwendet. 

2.13.6 Behandlung von Zellen mit Chemotherapeutika 

Um den Einfluss von Makrophagen auf die Gemcitabinbehandlung von Pankre-
askarzinomzellen zu evaluieren, wurden polarisierte Makrophagen über 24 h in 
6-cm-Petrischalen mit 5 ml Medium inkubiert, dem entweder Gemcitabin oder 
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das gleiche Volumen H2O zugesetzt war. Dieses konditionierte Medium wurde 
3 min mit 1200 rpm zentrifugiert, um Rückstände zu entfernen. 

Anschließend wurde es in verschiedenen Kombinationen auf ebenfalls 24 h zu-
vor auf 96-Well-Platten mit 5000 Zellen/Well ausgesäte Pankreaskarzinomzellen 
gegeben und 72 h inkubiert. Danach wurde die Viabilität mittels der beschriebe-
nen MTT-Reduktion gemessen. Um das Wachstum der Zellen bei Behandlungs-
beginn zu bestimmen, wurden zu diesem Zeitpunkt als Kontrolle ausgesäte Zel-
len mittels MTT gemessen (Abbildung 7). 

Als Medium wurde das übliche Kulturmedium der zu behandelnden Zellen ver-
wendet. Für Paclitaxel und 5-FU wurde ähnlich vorgegangen. Da Paclitaxel in 
DMSO gelöst vorlag, wurde für die Kontrollbehandlung auch DMSO als Ersatz 
gewählt. Die Konzentration der Chemotherapeutika wurde abhängig von der 
mitteleren inhibitorischen Konzentration (IC50) der behandelten Zelllinie ge-
wählt und ist in Tabelle 17 aufgeführt. 

 
Abbildung 7: Behandlung von Pankreastumorzellen in Co-Kultur mit Makrophagen: Für kon-
ditioniertes Medium wird Gemcitabin 24 h auf Makrophagen inkubiert, für die Kontrolle wird 
Gemcitabin zum Medium erst nach den 24 h hinzugegeben. Anschließend werden Pankreastu-
morzellen mit dem inkubierten Medium über 72 h behandelt. Die Viabilität wird durch die MTT-
Reaktion mit anschließender photometrischer Messung bestimmt.  
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Tabelle 17: Medikamentenkonzentrationen (c) für die Behandlung mit Überstand 

Zelllinie c Gemcitabin c 5-FU c Paclitaxel 

BxPC-3 15 nM 1 µM 3,5 µM 

KPC-3082 25 nM 3,5 µM 15 µM 

KPC-32047 25 nM 3,5 µM 15 µM 

KPC-3468 25 nM 3,5 µM 15 µM 

L3.6 3 nM 7,5 µM 3,5 µM 

PANC-1 200 nM 4 µM 3,5 µM 

2.13.7 Zellviabilitätsbestimmung durch Tetrazoliumsalz-Reduktion 

Diese Methode der Zellviabilitätsbestimmung beruht auf der Reduktion des 
Tetrazoliumsalzes MTT zu Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen. 
Das Produkt hat im Gegensatz zum gelben MTT eine violette Farbe. Durch diesen 
Prozess korreliert die optische Dichte der Lösung bei einer Wellenlänge von 550 
bis 600 nm mit der metabolischen Aktivität der untersuchten Zellen (Mosmann 
1983). Der metabolische Umsatz der untersuchten Population wiederum korre-
liert in der Regel mit der Anzahl der lebenden Zellen. Zur Bestimmung wurden 
je 5000 Zellen in 200 µl des üblichen Kulturmediums auf einer 96-Well-Platte aus-
gesät und für 24 h unter den beschriebenen Zellkulturbedingungen inkubiert. 
Anschließend nahmen wir das Medium ab und gaben 200 µl konditioniertes bzw. 
mit Medikamenten versetztes Medium hinzu. Daraufhin wurden die Zellen bei 
üblichen Kulturbedingungen 72 h und nach Hinzugabe von 20 µl MTT-Lösung 
für zwei weitere Stunden inkubiert. Danach wurde die gesamte Flüssigkeit abge-
nommen und mit 100 µl MTT-Lösungsansatz versetzt. Dieser Schritt war nötig, 
weil das Formazan zunächst kristallin vorliegt, für eine gleichmäßige Dichtemes-
sung aber in Lösung benötigt wird. Abschließend wurde die optische Dichte der 
Lösung photometrisch bei 595 nm bestimmt. 

2.14 Massenspektrometrische Methoden 

Sämtliche massenspektrometrische Analysen von Gemcitabin und seinen Meta-
boliten entstanden in Kooperation mit der Pharmacology & Drug Development 
Group des Cancer Research UK Centre in Cambridge unter der Leitung von 
Prof. Dr. Duncan Jodrell. 
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2.14.1 Gemcitabinbehandlung von Zellen 

Je 7*105 der zu untersuchenden Zellen wurden in 2 ml in vier Kammern einer 6-
Well-Platte ausgesät und 24 h unter den beschriebenen Zellkulturbedingungen 

inkubiert. Für THP-1-Zellen wurden 1*106 Zellen ausgesät und wie zuvor be-
schrieben zu M1- oder M2-Makrophagen polarisiert. Nach 24 h bzw. der erfolg-
ten Polarisation wurde das Medium abgenommen und in drei der vier Kammern 

mit 1 ml Kulturmedium, in dem 1 µmol dm−3 Gemcitabin gelöst war, versetzt. In 
der vierten Kammer wurden die Zellen mit 1 ml frischem Kulturmedium ohne 
Gemcitabin behandelt. Die Zellen wurden 2 h im Brutschrank inkubiert. Danach 
wurde der Überstand abgenommen und einzeln in Kryoröhrchen überführt, die 

bei −80 ◦C gelagert wurden. Der Zellrasen wurde zweimal mit 1 ml 4 ◦C kaltem 
PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA abgelöst. Das Trypsin wurde nach 
mikroskopisch bestätigter vollständiger Ablösung aller Zellen mir 3 ml des je-
weiligen Kulturmediums neutralisiert, die Zellen wurden 3 min bei 1200 rpm 

zentrifugiert und mit 2 ml Kulturmedium resuspendiert und gezählt. 5*105 Zellen 
wurden im Medium in Kryoröhrchen überführt, dieses wurde 3 min bei 1200 rpm 
zentrifugiert, vom Überstand befreit und mit 1 ml kaltem PBS resuspendiert. Die-
ser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt; anschließend wurde das PBS ab-

genommen und das verbleibende Zellpellet im Kryoröhrchen bei −80 ◦C bis zur 
massenspektrometrischen Analyse gelagert. Für jedes biologisch unabhängige 
Replikat wurden Triplikate verwendet und daraus der Mittelwert errechnet. Für 
die Untersuchungen wurden für jeden Aufbau mindestens je drei biologisch un-
abhängige Replikate verglichen. 

2.14.2 Vorbereitung von Tumorproben 

Die Mäuse wurden, wie in 2.15.3 beschrieben, mit Gemcitabin behandelt und wie 
in 2.15.5. beschrieben geopfert. Die zu untersuchenden Tumorproben wurden 
nach Nekropsie umgehend in flüssigen Stickstoff gegeben. Anschließend wur-
den diese in kaltem 50% Acetonitril mit 25 µg/ml Tetrahydrouridin homogeni-
siert und extrahiert, sodass Gewebehomogenisat mit einer Konzentration von 

0,05 mg/µl vorlag. Die so gewonnenen Proben wurden bei −80 ◦C im Kryoröhr-
chen bis zur massenspektrometrischen Analyse gelagert (Bapiro et al. 2011; 
Bapiro et al. 2014; Ramu et al. 2019).  
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2.14.3 Qualitätssicherung und Kalibrierung 

Zur Kalibrierung wurde eine Standardkurve mittels Zugabe definierter Mengen 
der zu messenden Moleküle im Tumorlysat erstellt. Zudem wurden zu Beginn 
und am Ende jeder Messcharge Proben mit verschiedenen bekannten Konzent-
ration zur Qualitätssicherung verwendet (Bapiro et al. 2011; Ramu et al. 2019). 

2.14.4 Massenspektrometrische Untersuchung 

Für die Analyse von dFdC , dFdU und dFdCTP wurden PGC-Hypercarb-Säulen 
der Firma Thermo Fisher in einem Thermo Scientific TSQ-vantage triple-stage-
quadrupole-Massenspektrometer in Verbindung mit dem Vanquish-quaternary- 
ultra-high-performance-liquid-chromatography(UHPLC) eingesetzt. Die massen-
spektrometrischen Untersuchungen erfolgten mittels Liquid-Chromatographie-
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS). Die Daten wurden mit der Soft-
ware LC Quan 2.5.6 gemessen und ausgewertet (Bapiro et al. 2011; Bapiro et al. 
2014). 

2.15 Tierexperimentelle Methoden 

2.15.1 Zucht und Haltung 

Zur Überprüfung der in vitro gewonnenen Ergebnisse in vivo wurden zwei 
transgene Mausmodelle genutzt. Außerdem wurden BL/6-Wildtyp-Mäuse zur 
Isolation von primären Monozyten aus dem Knochenmark benötigt. Alle Tiere 
wurden nach den Richtlinien der Tierschutzkommission der Universität Göttin-
gen gehalten. Die Tierversuche wurden im Rahmen der durch das Niedersächsi-
sche Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigten 
Tierversuchsanträge 14/1634 und 15/2056 in Übereinstimmung mit dem deut-
schen Tierschutzgesetz sowie europäischen und regionalen Regulationen durch-
geführt. 

Zur Verpaarung wurde ein Männchen mit einem Weibchen zusammen in einem 
Käfig gehalten. 18 – 21 Tage nach Geburt wurden die Mäuse mittels Ohrclips fort-
laufend nummeriert. Anschließend wurde ein Stück des Schwanzes zur Bestim-
mung des Genotyps entfernt. Die Mäuse mit geeignetem Genotyp wurden aus 
dem Elternkäfig in einen normalen Käfig überführt. Sowohl die Verpaarung als 
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auch die Pflege der Tiere wurde von den Tierpflegern der Zentralen Tierexpe-
rimentellen Einrichtung (ZTE) durchgeführt. 

Um die geeigneten Genotypen zu erhalten, wurden verschiedene Kreuzungen 
durchgeführt und kombiniert. Dabei wurde nach den mendelschen Regeln vor-
gegangen. Für die Versuche wurden Mäuse mit den Genotypen KC und KPC 
verwendet; diese sind in 1.6 ausführlich beschrieben. 

2.15.2 Sonografische Untersuchung 

Da die KPC-Mäuse erst behandelt wurden, wenn sie einen ausreichend großen 
Pankreastumor hatten und die Tumore variabel in einer Zeitspanne von drei bis 
zehn Monaten auftreten, durchliefen die Mäuse ein regelmäßiges Tumorscree-
ning. Dazu wurden sie ab einem Alter von acht Wochen wöchentlich untersucht, 
indem sie mit einer Hand am Schwanz fixiert wurden, während die andere Hand 
das Abdomen vorsichtig, aber mit ausreichend Druck palpierte. Wenn bei der Pal-
pation eine suspekte Formation in der Maus ertastet wurde, erfolgte am selben 
Tag eine sonografische Untersuchung. Dazu wurde die Maus in eine geschlossene 
Kammer gesetzt, in die zur Sedierung ein 5%-Sauerstoff-Isofluran-Gasgemisch 
strömte. Nach ungefähr 1 min wurde die Narkosetiefe mittels des Zwischenze-
henreflexes überprüft. Anschließend wurde die Maus auf einer beheizten Platte 
mit Verbandklebeband auf dem Rücken liegend an den Extremitäten fixiert, mit 
dem Kurzhaarschneider ER-PA10 von Panasonic wurde das Fell über dem Abdo-
men großflächig rasiert. Um die verbliebenen Fellreste zu entfernen, wurde Ent-
haarungscreme für 3 – 5 min auf das Abdomen aufgetragen und anschließend mit 
Wasser sorgfältig entfernt. Auf der Platte wurde die Maus durch einen über 
Maul und Nase befestigten Schlauch mit 2%-Sauerstoff-Isofluran-Gasgemisch 
versorgt, um die Narkose aufrechtzuerhalten. 

Nach der Entfernung der Haare fand die Untersuchung der Maus mit dem 
VEVO-Sonic2100-Ultraschallgerät unter Zuhilfenahme von Ultraschallgel statt. 
Hier wurden zunächst die Gefäße sowie die Organe Leber, Nieren, Milz, Magen 
und Darm sowie das Pankreas grob beurteilt und nach einem möglichen Tumor 
gesucht. Wenn dieser detektiert werden konnte, wurde er, abhängig von der 
Lage, als Tumor des Pankreaskopfes, des Pankreascorpus oder des Pankreas-
schwanzes eingeordnet und ausgemessen. Anschließend wurde die Platte mit 

der Maus um 90◦ nach links gedreht. In dieser Position wurde die Größe des 
Tumors noch einmal ausgemessen, um dessen maximale Ausdehnung in allen 
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drei Ebenen zu erfassen. Nachdem die Messungen abgeschlossen waren, wurde 
die Maus in einen Käfig auf einer Heizplatte überführt. Wenn die Maus kom-
plett aus der Narkose erwacht war, wurde sie in den ursprünglichen Käfig trans-
feriert (Abbildung 8). 

Wenn bei der Maus ein Tumor detektiert wurde, der in mindestens einer Ebene grö-
ßer als 5 mm war, wurde sie in einen separaten Käfig umgesetzt und die Therapie 
begonnen. Falls der Tumor zu klein für den Therapieeinschluss war, wurde die 
Maus in der nächsten Woche wieder sonografisch untersucht. Die Prozeduren 
wurden von uns durch eine Videopublikation beschrieben (Goetze et al. 2018). 

2.15.3 Intraperitoneale Medikamentengabe 

Um den Mäusen Clodronat-Liposomen, PBS-Liposomen, Gemcitabin oder Koch-
salzlösung zu verabreichen, wurde die i. p.-Injektion gewählt. Durch die hohe 
Resorptionskraft der tunica serosa wirken die Medikamente bei dieser Applikati-
onsform systemisch. Zur Gabe von Clodronat, Gemcitabin oder entsprechenden 
Kontrollsubstanzen wurden die Mäuse mit einer Hand fixiert und mit der ande-
ren Hand die Substanz mit einer 1-ml-Spritze und einer Kanüle mit einem Durch-
messer von 0,45 mm in den unteren rechten Quadranten des Abdomens injiziert. 
So wurde das Risiko von versehentlichen Organperforationen minimiert. 

Um die Effekte der Therapie des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms mit 
Clodronat in Kombination mit Gemcitabin in vivo zu untersuchen, wurden KPC-
Mäuse mit einem Tumor, der sonografisch in einer Ebene größer als 5 mm war, 
mit beiden Substanzen behandelt. Die Therapieschemata der drei KPC-Behand-
lungskohorten sind in Tabelle 19, Tabelle 20 und Tabelle 21 beschrieben, die je-
weils applizierten Dosen in Tabelle 18.  
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Abbildung 8: Sonografisches Tumorscreening: (A): Die Maus wird nach Narkoseeinleitung auf 
der Wärmeplatte fixiert, die Haare werden entfernt und der Schallkopf wird aufgesetzt. (B): So-
nografisches Bild in Rückenlage, die hypodense, runde Struktur ist ein Pankreastumor (tumor), 
der gelbe Pfeil zeigt die Grenze zum gesunden Gewebe. Außerdem ist eine Darmschlinge (bowel 
loop) abgebildet.  
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Tabelle 18: Dosis der injizierten Medikamente 

Medikament Dosis Konzentration Menge 

Clodronat-Liposomen 70 µg/g KG 5µg/µl 14 µl/g KG 
Gemcitabin 100 µg/g KG 10 µg/µl 10 µl/g KG 

PBS-Liposomen - - 14 µl/g KG 

 

Tabelle 19: Behandlungsschema KPC-Mäuse: Therapie mit Clodronat-Liposomen 

Behandlungstag Medikament Weiteres Vorgehen 

Tag 1 Clodronat Erster Ultraschall 

Tag 4 Clodronat - 

Tag 5 - Verlaufsultraschall 

Tag 8 Clodronat - 

Tag 10 Clodronat Verlaufsultraschall 

Tag 11 - Tötung, Probenentnahme 

 

Tabelle 20: Behandlungsschema KPC-Mäuse: Therapie mit Gemcitabin 

Behandlungstag Medikament Weiteres Vorgehen 

Tag 1 - Erster Ultraschall  

Tag 2 Gemcitabin - 

Tag 5 Gemcitabin Verlaufsultraschall 

Tag 9 Gemcitabin - 

Tag 10 - Verlaufsultraschall 

Tag 11 Gemcitabin Tötung, Probenentnahme 
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Tabelle 21: Behandlungsschema KPC-Mäuse: Kombinationstherapie mit Clodronat-Liposomen 
und Gemcitabin 

Behandlungstag Medikament Weiteres Vorgehen 

Tag 1 Clodronat Erster Ultraschall 
Tag 2 

 

Gemcitabin - 

Tag 4 Clodronat - 

Tag 5 Gemcitabin Verlaufsultraschall 

Tag 8 Clodronat - 

Tag 9 Gemcitabin - 

Tag 10 Clodronat Verlaufsultraschall 

Tag 11 Gemcitabin Tötung, Probenentnahme 

  

Um die Auswirkungen einer medikamentösen Makrophagendepletion auf die 
frühe Karzinogenese zu untersuchen, wurden bei den KC-Mäusen ab der zehn-
ten bis zur zwölften Lebenswoche zweimal wöchentlich Clodronat-Liposomen 
in der in Tabelle 18 genannten Dosis nach dem in Tabelle 22 beschriebenen 
Schema injiziert. Um Effekte auszuschließen, die nicht auf das liposomale 
Clodronat zurückzuführen sind, wurde eine Kontrollgruppe mit PBS-Liposo-
men behandelt. Nachdem ursprünglich eine zehnwöchige Behandlung mit an-
schließender Opferung geplant war, mussten die Tiere nach sechs Wochen Be-
handlung getötet werden, da im Verlauf mehrere Tiere Aszites entwickelt hatten. 

Tabelle 22: Behandlungsschema KC-Mäuse: Therapie mit Clodronat- oder PBS-Liposomen 

Behandlungstag Medikament Weiteres Vorgehen 

Tag 1 Clodronat/PBS - 
Tag 4 Clodronat/PBS - 
Tag 8 Clodronat/PBS - 
Tag 11 Clodronat/PBS - 
Tag 41 Clodronat/PBS - 
Tag 42 Gemcitabin Tötung 2 h nach Gemcitabin-

Gabe, Probenentnahme 

2.15.4 Abbruchkriterien 

Die Mäuse in den Tierversuchen wurden vor Erreichen eines Endpunktes eutha-
nasiert, wenn eines oder mehrere der folgenden Kriterien auftraten: Verlust von 
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20% des Körpergewichts, Morbidität, deutlicher Mangel an sozialer Interaktion, 
Lethargie oder Aszites. 

2.15.5 Opferung und Präparation 

Um Gewebe zu gewinnen und den Tumor sowie weitere klinische Zeichen wie 
Metastasen, Obstruktionen oder beginnende Aszites zu beurteilen, wurden die 
Mäuse zu den in den Tabellen 19 – 22 beschriebenen Zeitpunkten geopfert.  

Die Maus wurde durch zervikale Dislokation getötet. Anschließend wurde das 
Abdomen mit Ethanol desinfiziert und mit einer Schere eröffnet. Zunächst wurde 
das Pankreas zügig mit Pinzette und Skalpell freipräpariert, gewogen und in ver-
schiedene Teile geschnitten. Diese wurden in Formalin, RNAlater sowie flüssigen 
Stickstoff überführt, um den Selbstverdau des Organs so früh wie möglich zu 
unterbrechen. Anschließend wurden Leber und Milz mit den gleichen Metho-
den konserviert. Zusätzlich wurden Teile des Dünndarms und der Lunge ent-
nommen und in Formalin gegeben. Eine schnelle Organentnahme und Konser-
vierung ist für eine gleichmäßig gute Qualität der Proben essenziell. Die nicht 
benötigten Teile der Maus wurden nach den Richtlinien der ZTE entsorgt. 

2.16 Histologische und immunhistochemische Methoden 

Zur Beurteilung der histomorphologischen Veränderungen des Pankreas und der 
Milz in den verschiedenen Behandlungsgruppen wurden sowohl Hämatoxylin-
Eosin(HE)- als auch immunhistochemische Färbungen durchgeführt. Dafür 
wurde das den Mäusen entnommene Gewebe über Nacht in Formalin chemisch 
fixiert. Durch die Fixierung werden Proteine im Gewebe quervernetzt, das Prä-
parat konserviert und durch eine Härtung auf das spätere Schneiden vorbereitet. 
Anschließend wurden die Proben entwässert, wobei nach dem in Tabelle 23 be-
schriebenen Schema vorgegangen wurde. Die Entwässerung funktionierte durch 
das Behandeln der Gewebeproben mit einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie 
der anschließenden Verwendung von Roticlear. Nach dem Entwässern wurden die 
Proben in erhitztes Paraffin gegeben und in Metallwannen eingebettet. Dabei 
wurden die Organe einer Maus meist auf zwei Blöcke verteilt.  

Nachdem die Blöcke auf 4 ◦C abgekühlt wurden, wurden 4 µm dicke Schnitte der 
Proben angefertigt, die für die verschiedenen Färbungen verwendet werden 
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konnten. Die Schnitte wurden mit dem Mikroskop Olympus BX43 beurteilt und 
für die weitere Auswertung mit FIJI/ImageJ fotografiert. 

Tabelle 23: Dehydratation und Paraffinierung von Gewebe 

Behandlungsflüssigkeit Dauer in min 

Formalin 75 

Ethanol 55% 30 

Ethanol 85% 45 

Ethanol 96% 60 

Ethanol 99% (3x) 75 + 70 + 90 

Xylol (3x) 20 + 30 + 70 

Paraffin (3x)  30 + 45 + 90 

2.16.1 HE-Färbung 

Um das paraffinierte Pankreasgewebe färben zu können, musste es zunächst ent-
paraffiniert und rehydriert werden. Dazu wurden die Objektträger zweimal 
5 min in Roticlear gegeben. Im Anschluss wurden sie je zweimal 3 min in 99%, 
96%, 80% und 70% Ethanol getaucht und zwei- bis dreimal mit Leitungswasser 
gewaschen. Die gewaschenen Schnitte wurden für 7 min mit Hämatoxylin ge-
färbt und mit Leitungswasser gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte in 
Eosin überführt, für eine weitere Minute gefärbt und erneut mit Leitungswasser 
gewaschen. Zur abschließenden Dehydrierung wurden die Objektträger in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe je 3 min mit 70%, 80%, 96% und zweimal mit 99% 
Ethanol behandelt sowie viermal 5 min mit Roticlear. Auf den gefärbten Schnitten 
wurde ein Deckglas mit Rotimount fixiert. 

2.16.2 Immunhistochemie 

Für die Quantifizierung und Charakterisierung spezifischer Zellen, Gewebebe-
standteile oder Vorgänge nutzten wir Antikörper, die an bestimmte Antigene 
binden und so spezifisch visualisierbar sind. Um die Färbung zu ermöglichen, 
musste das Gewebe vorbereitet werden. 
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Dafür wurde das Gewebe zunächst, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, 
entparaffiniert und rehydriert. Um die Antigene zu demaskieren, wurden die 
Schnitte in TE-Puffer gegeben, in der Mikrowelle für 4 – 6 min aufgekocht und 
weitere 10 min darin inkubiert.  

Nach dem Kochen wurden Puffer und Objektträger 20 min auf Eis gekühlt und 
mit Leitungswasser gewaschen. Damit es nicht zu falsch positiven Ergebnissen 
kommt, wurde die endogene Peroxidase des Gewebes blockiert. Dies geschah 
durch die Behandlung mit 3% H2O2 über 20 min und das anschließende erneute 
Spülen mit Leitungswasser. Die Objektträger wurden nun auf dem Färbesystem 
befestigt, dreimal mit TBS-T gewaschen und für 1 h mit 200 µl 10% BSA inku-
biert, um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Dies erfolgte nach 
jedem beschriebenen weiteren Schritt bis zur Entwicklung mit DAB. Danach 
wurde der verdünnte Primärantikörper auf die Gewebeschnitte gegeben und 

über Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Objektträger mit 
dem verdünnten Sekundärantikörper für 1 h behandelt. Um die Detektion zu 
ermöglichen, wurde für 1 h der frisch vorbereitete Avidin-Biotin-Komplex hin-
zugegeben. Dann wurden die Objektträger aus dem Färbesystem gelöst und mit 
150 µl DAB behandelt. Die Reaktion wurde durch Wasser beendet und die 
Schnitte mit Hämatoxylin behandelt, bis sie sich blau färbten und anschließend in 
der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Alkoholreihe dehydriert und mit 
Deckgläsern versehen. 

2.16.3 Histologische Quantifizierung 

Um den Anteil von DAB-positiven Zellen bei immunhistochemischen Färbungen 
zu untersuchen, wurde ein semiquantitatives Verfahren gewählt. 

Zur manuellen Quantifizierung der positiven Zellen bzw. Zellkerne wurden die 
zu quantifizierenden Gesichtsfelder von einer Person zufällig ausgewählt, ver-
blindet und von einer anderen Person quantifiziert. Zusätzlich erfolgte eine au-
tomatische Zählung aller Zellen bzw. Zellkerne mit dem Programm FIJI/ImageJ. 
Aus diesen Werten wurde der Quotient gebildet. 

Zur Quantifizierung von DAB-positiver Fläche wurden ein automatisiertes 
Skript und FIJI/ImageJ eingesetzt.  
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2.17 Statistische Auswertung 

Die Daten wurden mit Graph Pad Prism (Versionen 7.03 sowie 8.1.1) ausgewer-
tet. Für alle numerischen Ergebnisse wurden die Standardabweichung (SD) so-
wie die Mittelwerte (MW) berechnet. Ergebnisse mit einem p < 0,05 wurden als 
signifikant betrachtet und mit einem * markiert. Wenn nicht anders angegeben, 
wurde zur Berechnung der Signifikanz der zweiseitige t-Test angewendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Validierung der Polarisierung und Isolation von 
Makrophagen 

Im Pankreaskarzinom spielen aktivierte Makrophagen eine große Rolle. Das ver-
einfachte M1- und M2-Makrophagenschema geht davon aus, dass M2-Makro-
phagen eher den Tumor fördern, während M1-Makrophagen diesen eher be-
kämpfen (Mantovani et al. 2002; Mantovani et al. 2004). In den letzten Jahren 
wurde klar, dass es weit mehr Makrophagenprofile als M1- und M2-Makropha-
gen gibt; diese bilden eher die Enden eines breiten Differenzierungsspektrums 
(Karnevi et al. 2014; Mills et al. 2000; Mosser und Edwards 2008). Um Unter-
schiede im Gemcitabinmetabolismus von Makrophagen möglichst breit zu erfas-
sen, haben wir beide Polarisierungen untersucht. Dazu wurden die nicht adhä-
renten THP-1-Zellen, wie in 2.13.4 beschrieben, über 72 h mit verschiedenen Zy-
tokinen und LPS inkubiert und so zunächst differenziert und dann polarisiert. 

Zur Verifikation der Polarisierung wurden die etablierten Marker CXCL10, 
CCL22 und MRC1 mittels qPCR quantifiziert. Erwartungsgemäß zeigten M1-
Makrophagen eine hohe Expression von CXCL10, während M2-Makrophagen 
CCL22 und MRC1 stark exprimierten (Abbildung 9) (Li et al. 2016). 

Neben den Versuchen mit humanen Makrophagen wurde auch der Gemcitabin-
metabolismus muriner Makrophagen analysiert. Dafür wurden Monozyten aus 
dem Knochenmark von BL/6-Wildtyp-Mäusen isoliert, indem das Knochenmark 
von Tibia und Femur gespült wurde. Die anschließende Aufreinigung und Dif-
ferenzierung wurde mittels verschiedener Waschmedien und Zytokine wie in 
2.13.5 beschrieben durchgeführt. Der Vergleich der Expression des Makropha-
gen-Markers CXCL2 auf RNA-Ebene mit anderen Zelltypen durch qPCR bestä-
tigt, dass es sich um Makrophagen handelt (Abbildung 10).  
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Abbildung 9: Verifizierung der Polarisation von humanen THP-1-Makrophagen: RNA wurde 
aus M1- (n = 2) oder M2- (n = 2) polarisierten THP-1-Zellen isoliert. (A): Die quantitative RT-PCR 
zeigt für M1-Makrophagen eine stärkere Expression von CXCL10 verglichen mit M2-Makropha-
gen (p = 0,0121). (B) und (C): Für M2-Makophagen zeigt sie eine stärkere Expression von CCL22 
(p = 0,0028) und MRC1 (p = 0,0018). 

 
Abbildung 10: Verifizierung der Differenzierung von murinen Makrophagen: RNA wurde aus 
primären isolierten murinen Makrophagen (n = 2), murinen Pankreastumorzellen (KPC1) (n = 2) 
und murinen PSCs (PSC1) (n = 2) isoliert. Die quantitative RT-PCR zeigt eine stärkere Ausprä-
gung des für Makrophagen spezifischen Gens CXCL2 in den Makrophagen, verglichen mit Fib-
roblasten (p = 0,0022) und Tumorzellen (p = 0,0018). 
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3.2 Makrophagen speichern mehr Gemcitabin als Tumorzellen 

Zur massenspektrometrischen Bestimmung der Aufnahme und Metabolisierung 
von Gemcitabin in THP-1-Makrophagen und primär isolierten murinen Makro-
phagen wurden die Zellen wie in 2.14 beschrieben über entweder 2 h oder 24 h 
mit 1 µM Gemcitabin behandelt. Anschließend wurden die Gemcitabinmetabo-
lite dFdC, dFdU und dFdCTP sowohl in den Zellen als auch im Zellkulturüber-
stand mittels Massenspektrometrie untersucht. dFdU als inaktiver Metabolit ist 
das Produkt der Desaminierung von Gemcitabin durch CDA. Das mit einer 
Triphosphatgruppe verbundene dFdCTP ist die aktivierte Form von Gemcitabin, 
nur diese kann in die DNA integriert werden (Abbildung 1) (Alvarellos et al. 
2014).  

 

 

Abbildung 11: Gemcitabininkorporation in humanen Makrophagen und humanen Pan-
kreastumorzellen: LC-MS/MS-Untersuchung von intrazellulärem dFdCTP in humanen aus 
THP-1 Zellen generierten M1- und M2-Makrophagen und Tumorzellen der Linien L3.6 und 
BxPC-3. Die Zellen wurden über 2 h mit 1 µmol dm-3 Gemcitabin behandelt. Verglichen mit den 
Pankreastumorzelllinien L3.6 und BxPC-3 ist mehr dFdCTP in den M1- und M2-polarisierten 
Makrophagen als in den Tumorzelllinien vorhanden. Es wird die mittlere Standardabweichung 
von drei biologischen Replikaten gezeigt (M1 – L3.6 p = 0,0214; M2 – L3.6 p = 0,0013; M2 – BxPC-3 
p = 0,0422). 
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Abbildung 12: Gemcitabinmetabolismus von THP-1-M1- und THP1-M2-Makrophagen im 
zeitlichen Verlauf: Die Zellen wurden für 2 h oder 24 h mit 1 µM Gemcitabin behandelt. (A): 
Nach 24 h ist die Menge des im Überstand verbliebenen dFdC im Vergleich mit der Messung 
nach 2 h signifikant gesunken (M1 2 h – M1 24 h: p < 0,0001; M2 2 h – M2 24 h: p < 0,0001). (B): 
Nach 2 h ist noch kein dFdU im Überstand nachweisbar, nach 24 h eine ähnlich hohe Menge bei 
M1- und M2-Zellen (M1 2 h – M1 24 h: p < 0,0001; M2 2 h – M2 24 h: p < 0,0001). (C): Das nach 
2 h vorhandene aktivierte Gemcitabin in den Makrophagen lässt sich nach 24 h in höherer Kon-
zentration nachweisen, der Unterschied ist jedoch nur für M2-Zellen signifikant (M1 2 h – M1 
24 h: p = 0,0881; M2 2 h – M2 24 h: p = 0,0416). 

Interessanterweise hatten nach 2 h Inkubation die humanen THP-1-Makropha-
gen sowohl in M1- als auch in M2-Polarisierung, verglichen mit den Pankreastu-
morzelllinien L3.6 und BxPC-3, signifikant mehr dFdCTP pro Zelle inkorporiert 
(Abbildung 11).  

Um den Gemcitabinmetabolismus in THP-1-Makrophagen genauer und über ei-
nen längeren Zeitraum zu untersuchen, wurde die Menge von dFdC, dFdU und 
dFdCTP in den M1- und M2-Makrophagen und dem Zellkulturüberstand nach 
2 h und 24 h massenspektrometrisch untersucht. Während sich im Verlauf die 
Umwandlung von dFdC in das inaktivierte dFdU zeigt, verbleibt eine große 
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Menge dFdCTP in den Makrophagen; die Konzentration steigt zwischen den bei-
den Messpunkten (Abbildung 12). Zwischen den beiden Subtypen M1 und M2 
lassen sich nach 24 h nur geringe Unterschiede feststellen (Abbildung 12). 

3.3 Makrophagen senken das Ansprechen von Tumorzellen auf 
Gemcitabin in Versuchen mit konditioniertem Medium  

Um zu untersuchen, ob sich die Inaktivierung von Gemcitabin durch Makropha-
gen auf die Wirksamkeit des Medikaments auf Pankreaskarzinomzellen aus-
wirkt, wurden Tumorzellen mit konditioniertem Medium von THP-1-Zellen be-
handelt. Dazu wurden die Makrophagen über 24 h mit Gemcitabin inkubiert; an-
schließend wurde das Medium auf Tumorzellen gegeben und nach weiteren 72 h 
Inkubation die Viabilität der Tumorzellen mittels MTT-Test gemessen, wie in 
2.13.6 und 2.13.7 beschrieben. Zur Kontrolle wurde Medium ohne Gemcitabin 
mit Makrophagen inkubiert und dann mit frischem Gemcitabin versetzt. Als hu-
mane Tumorzellen wurden L3.6 und BxPC-3 genutzt. Die THP-1-Makrophagen 
in M1-Polarisation waren im Anschluss an die Polarisation bei Versuchen über 
einen längeren Zeitraum adhärent, weshalb wir diese für unsere Versuche ver-
wendeten. Als murine Zellen benutzten wir die in unserem Labor aus KPC-Mäu-
sen isolierten Tumorzelllinien KPC1, KPC2 und KPC3 in Kombination mit pri-
mär aus dem Knochenmark isolierten murinen Makrophagen. Die Behandlung 
wurde mit einer an der IC50 der verschiedenen Tumorzelllinien orientierten 
Gemcitabinkonzentration durchgeführt. 
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Abbildung 13: Makrophagen senken die Wirkung von Gemcitabin auf humane und murine 
Tumorzellen in konditioniertem Medium: 72 h MTT-Viabilitäts-Test von humanen und muri-
nen Pankreastumorzelllinien, entweder mit auf Makrophagen inkubiertem Gemcitabin oder 
Kontrollmedium behandelt, jeweils mit drei biologisch unabhängigen Replikaten. (A): L3.6-Zel-
len (IC50 3 nM) zeigen einen signifikanten Anstieg der Viabilität um 878%, BxPC-3-Zellen (IC50 
15 nM) einen signifikanten Anstieg um 113% (L3.6: p = 0,0025; BxPC-3: p = 0,002). (B): Die KPC1, 
KPC2 und KPC3 Zelllinien zeigen einen Anstieg der Viabilität um 105% respektive 54% und 5%. 
Für die Zelllinien KPC1 und KPC2 ist der Anstieg signifikant (KPC1: p < 0,0001; KPC2: p = 0,0022; 
KPC3: p = 0,97). 
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Abbildung 14: 24 h Inkubation von Gemcitabin in Zellkulturmedium: (A) und (B): 72 h MTT-
Viabilitäts-Test von humanen und murinen Pankreastumorzelllinien entweder mit frischem 
Gemcitabin oder mit 24 h in Leermedium inkubiertem Gemcitabin behandelt. Die Graphen zei-
gen die mittlere Standardabweichung von drei unabhängigen biologischen Replikaten. Weder 
für die humanen Zelllinien L3.6 und BxPC-3 noch für die murinen Linien KPC1-3 zeigen sich 
signifikante Unterschiede in der Viabilität (p > 0,05). 

Bei den humanen Zelllinien L3.6 (behandelt mit 3 nM Gemcitabin) und BxPC-3 
(behandelt mit 15 nM Gemcitabin) kam es zu einem signifikanten Anstieg der 
mittels MTT gemessenen Viabilität. Bei den murinen Zelllinien KPC1 und KPC2 
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(behandelt mit 25 nM Gemcitabin) zeigte sich der gleiche Effekt. Die Untersu-
chung der KPC3-Zellen (behandelt mit 25 nM Gemcitabin) zeigte einen nicht sig-
nifikanten Anstieg der Viabilität um 5% (Abbildung 13). In Kombination mit den 
massenspektrometrischen Untersuchungen der Gemcitabinmetabolite (Abbil-
dung 11, Abbildung 12) lassen diese Ergebnisse erkennen, dass Makrophagen 
durch Aufnahme und Inaktivierung von Gemcitabin dessen Wirksamkeit auf Tu-
morzellen signifikant senkt. 

Um auszuschließen, dass das Medium allein Gemcitabin inaktiviert, wurde als 
Kontrolle Gemcitabin für 24 h in Nährmedium bei Kulturbedingungen inkubiert. 
Hier fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Grup-
pen, sodass eine Inaktivierung durch aktive Faktoren im Medium ausgeschlos-
sen werden kann (Abbildung 14).  

Ein weiterer Faktor, der den Versuch beeinflussen könnte, ist die Wirkung von 
den von THP-1 oder murinen BMDM ausgeschütteten Zytokinen und anderen 
Metaboliten auf die Viabilität der Tumorzellen. Daher erfolgte ein Vergleich der 
Behandlung zwischen Leermedium und 24 h auf THP-1 und BMDM konditio-
niertem Medium. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Ab-
bildung 15). 
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Abbildung 15: PDAC-Zellen zeigen keine veränderte Viabilität nach Behandlung mit Makro-
phagen-konditioniertem Medium: (A) und (B): 72 h MTT-Viabilitäts-Test von humanen und 
murinen Pankreastumorzelllinien entweder mit auf Makrophagen inkubiertem Medium oder 
Kontrollmedium behandelt. Weder für die humanen Zelllinien L3.6 und BxPC-3 noch für die 
murinen Linien KPC1-3 zeigen sich signifikante Unterschiede in der Viabilität (p > 0,05). 

3.4 Makrophagen verändern nicht das Ansprechen von Tumorzellen 

auf  5-FU und Paclitaxel 

Gemcitabin ist ein wichtiger Bestandteil der Therapie des Pankreaskarzinoms 
(Neesse et al. 2019). Für Patienten in sehr gutem Allgemeinzustand wird jedoch, 
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wie in 1.1.2 beschrieben, das FOLFIRINOX-Schema zur medikamentösen Thera-
pie des Pankreaskarzinoms angewandt (Conroy et al. 2011; Conroy et al. 2018). 
Dabei wird als Antimetabolit 5-FU und nicht Gemcitabin eingesetzt. Das Pyrimi-
dinanologon hemmt unter anderem durch die Fluor-Gruppe verschiedene En-
zyme der DNA- und RNA-Synthese (Conroy et al. 2011; Heidelberger et al. 1957).  

In den nachfolgenden Experimenten wurde daher für 5-FU untersucht, ob es ei-
nen für Gemcitabin vergleichbaren Effekt von Makrophagen auf die Viabilität 
gegenüber Tumorzellen gibt. Dafür wurden der gleiche Versuchsaufbau und die 
gleichen Zelllinien wie in 3.3 gewählt, auch hier angepasst an die vorher ermit-
telte IC50 der jeweiligen Zelllinie für 5-FU.  

Für 5-FU kam es bei der humanen Zelllinie L3.6 interessanterweise zu einer star-
ken, reproduzierbaren und signifikanten Senkung der Viabilität, die wir mit den 
bestehenden Modellen nicht erklären können. Für die anderen untersuchten Zell-
linien gab es keine signifikanten Unterschiede bei der Behandlung mit dem Mak-
rophagen-inkubierten 5-FU (Abbildung 16). 5-FU ist zwar ebenfalls ein Nukleo-
sidanalogon, wird aber hauptsächlich durch andere Transporter in die Zelle be-
fördert und dort von anderen Enzymen metabolisiert (Alvarellos et al. 2014; 
Thorn et al. 2011).  

Für Patienten mit reduziertem Allgemeinzustand wird als palliative Therapie in 
der Regel Gemcitabin mit nab-Paclitaxel kombiniert (Von Hoff et al. 2013). Das 
Taxan Paclitaxel bindet während der Mitose an β-Tubuline und stört deren Ab-
bau. Dadurch kommt es zu einer Störung der Zellteilung (Fuchs und Johnson 
1978; Wani et al. 1971). Um das Medikament besser im Körper zu verteilen, die 
Toxizität zu verringern und die Löslichkeit zu verbessern, wird es an Albumin 
gebunden appliziert (Gradishar 2006; Von Hoff et al. 2013; Yardley 2013). Für die 
Zellkulturversuche haben wir ungebundenes Paclitaxel verwendet, da hier der 
Transport durch den Körper keine Rolle spielt.  
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Abbildung 16: Makrophagen verschlechtern nicht das Ansprechen von 5-FU auf Tumorzellen: 
72 h MTT-Viabilitäts-Test von humanen und murinen Pankreastumorzelllinien entweder mit auf 
Makrophagen inkubiertem 5-FU oder Kontrollmedium behandelt. (A): Im Vergleich zur Kon-
trolle mit frischem 5-FU ist die Viabilität bei L3.6-Zellen um 87% gesunken (p = 0,00021). Für 
BxPC-3 zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Viabilität (p > 0,05). (B): Für die unter-
suchten murinen Zelllinien KPC1, KPC2 und KPC3 zeigt sich kein signifikanter Unterschied 
(p > 0,05).  

Bei der Konditionierung von Paclitaxel auf Makrophagen und der anschließen-
den Behandlung von Tumorzellen gab es keine signifikanten Unterschiede der 
Viabilität zur Kontrolle (Abbildung 17). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 
Gemcitabin, nicht jedoch 5-FU oder Paclitaxel, durch Makrophagen innerhalb 
von 24 h metabolisiert und so weit inaktiviert wird, dass die antiproliferative 
Wirkung auf humane und murine Pankreaskarzinomzellen signifikant reduziert 
ist. 
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Abbildung 17: Makrophagen verändern nicht das Ansprechen von Paclitaxel auf Tumorzellen: 
(A) und (B): 72 h MTT-Viabilitäts-Test von humanen und murinen Pankreastumorzelllinien ent-
weder mit auf Makrophagen inkubiertem Paclitaxel oder Kontrollmedium behandelt. Die Viabi-
lität ist weder bei den humanen Tumorzelllinien L3.6 und BxPC-3, noch bei den murinen Linien 
KPC1, KPC2 und KPC3 signifikant verändert (p > 0,05). 

3.5 Auswirkungen der Depletion von TAM in vivo 

3.5.1 Langfristige Gabe von liposomalem Clodronat induziert Aszites und 
erhöht die Mortalität im KC-Mausmodell 

Um die Auswirkung der Makrophagendepletion auf die Progression des Pankre-
askarzinoms und dessen Vorläuferstufen zu untersuchen, wurden zehn bis zwölf 
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Wochen alte KC-Mäuse entweder mit Clodronat-Liposomen oder mit PBS-Lipo-
somen als Kontrolle behandelt. KC-Mäuse haben ein mutiertes Kras-Allel, das 
mittels einer Cre-Rekombinase spezifisch im Pankreas aktiviert ist. Im Alter von 
drei Monaten entwickeln die Mäuse im Pankreas ADMs und Low-grade-PanINs, 
die sich nach etwa sechs Monaten zu fortgeschrittenen PanINs entwickeln 
(Hingorani et al. 2003; Ramu et al. 2019). Unbehandelte KC-Mäuse überleben in 
unserem Labor im Median 485 Tage (Ramu et al. 2019). 

Tabelle 24: Klinische Daten der behandelten KC-Mäuse 

Symptom Clo (n = 5) PBS (n = 5) p-Wert 

Aszites 4 (80%) 0 0,0476 

Ikterus 1 (20%) 0  > 0,9 

Splenomegalie 2 (40%) 1 (20%) > 0,9 

Klinische Daten der mit liposomalem Clodronat (Clo) oder liposomalem PBS behandelten KC-
Mäuse. Kachexie, Makrometastasen, Splenomegalie und abdominelle Blutungen traten nicht auf. 
Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Auftreten von Aszites (p = 0,0476; exakter Test 
nach Fisher). 

Obwohl eine Behandlung über zehn Wochen mit anschließender Opferung und 
Untersuchung der Gewebe vorgesehen war, musste der Versuch nach etwa sechs 
Wochen Behandlungsdauer abgebrochen werden, da die meisten Mäuse in der 
mit Clodronat-Liposomen behandelten Kohorte Aszites entwickelten (Abbil-
dung 18). Der Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen war signifikant 
(Tabelle 24). Bei den Mäusen fanden sich erwartungsgemäß keine Primärtumo-
ren oder Makrometastasen.  

Aus diesen Gründen führten wir im KPC-Modell nur einen Interventionsversuch 
über zehn Tage durch und verzichteten auf einen Versuch zum Vergleich der 
Gesamtüberlebenszeiten abhängig von den Therapieschemata. 
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Abbildung 18: Behandlung mit liposomalem Clodronat führt nach sechs Wochen zu Aszites: 
KC-Mäuse wurden entweder mit Clodronat-Liposomen (n = 5) oder PBS-Liposomen (n = 5) be-
handelt. Der Therapieversuch musste nach sechs Wochen abgebrochen werden, da 80% der mit 
Clodronat behandelten Tiere trüben Aszites entwickelten. Dies war bei der Kontrollgruppe nicht 
der Fall (p = 0,0467; exakter Test nach Fischer).  

3.5.2 In KPC-Tumorgewebe kommt es zu einer Akkumulation von TAM  

Da die In-vitro-Daten zeigten, dass Makrophagen Gemcitabin metabolisieren und 
schnell inaktivieren, sollte im Anschluss untersucht werden, ob auch Auswir-
kungen auf die Behandlung in vivo nachweisbar sind. Im murinen und humanen 
Pankreaskarzinom sind mehr Makrophagen vorhanden als in gesundem Pan-
kreasgewebe. Kürzlich wurde sogar gezeigt, dass Makrophagen mit Monozyten 
den größten Teil der Zellen im Pankreaskarzinom ausmachen (Clark et al. 2007; 
Cui et al. 2016; Elyada et al. 2019). Vor der Durchführung weiterer In-vivo-Expe-
rimente wurde diese Annahme auch für das hier verwendete KPC-Mausmodell 
experimentell überprüft. Dafür wurden Makrophagen mittels CD68-Immunhis-
tochemie im murinen Pankreas quantifiziert. Im Tumorgewebe waren signifi-
kant mehr Makrophagen nachweisbar als im gesundem Pankreasgewebe (Abbil-
dung 19). Das spricht dafür, dass Makrophagen im Tumor einen stärkeren Ein-
fluss auf den Gemcitabinstoffwechsel nehmen können. 
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Abbildung 19: In Tumorgewebe sind signifikant mehr Makrophagen vorhanden als im gesun-
den Pankreas: Es wurden gesundes Pankreasgewebe (n = 5) sowie Pankreaskarzinome (n = 8) 
mit je fünf zufälligen Gesichtsfeldern auf CD68-positive Zellen untersucht. Im Tumor sind signi-
fikant mehr Makrophagen vorhanden (p < 0,002). 

3.5.3 Liposomales Clodronat depletiert Makrophagen im KPC-Mausmodell 

Liposomales Clodronat ist in präklinischen Versuchen zur Depletion von Mak-
rophagen etabliert. Dabei werden abhängig von der Applikationsform be-
stimmte Makrophagenpopulationen gezielt angegriffen. Das geschieht etwa bei 
intranasaler Applikation zur Depletion von Alveolarmakrophagen oder bei Sy-
novialphagozyten durch intraartikulare Injektion (van Rooijen und Sanders 1994; 
van Rooijen und van Kesteren-Hendrikx 2003). Für eine globale Depletion von 
Makrophagen werden diese entweder i. v. oder i. p. appliziert. Die Depletion von 
TAM wurde außer im Pankreaskarzinom u. a. im NSCLC, im Rhabdomyosar-
kom und im Ovarialkarzinom angewendet, um die Interaktion von TAM und 
Tumorzellen zu untersuchen (Baert et al. 2019; Downey et al. 2014; Griesmann et 
al. 2017; Krug et al. 2018; van Rooijen und van Kesteren-Hendrikx 2003; 
Zeisberger et al. 2006). Im KPC-Mausmodell führt die durch Clodronat-Liposo-
men vermittelte Depletion von Makrophagen zu weniger Metastasen 
(Griesmann et al. 2017). Die Auswirkungen der Makrophagendepletion auf die 
Gemcitabintherapie im Pankreaskarzinom wurde bisher nicht untersucht. 

Liposomales Clodronat wird von Makrophagen mittels Endozytose aufgenom-
men. Im Anschluss fusionieren die Liposomen mit Lysosomen, die aus Phos-
pholipiden aufgebaute Liposomenwand wird durch Phospholipasen aufgelöst 
und das wasserlösliche Clodronat wird freigesetzt (Naito et al. 1996; van Rooijen 
und Sanders 1994). Der genaue Wirkmechanismus der Makrophagendepletion 
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durch das freigesetzte Clodronat ist noch nicht abschließend geklärt. Es wird je-
doch diskutiert, dass durch die Bindung von intrazellulärem Calcium und Eisen 
durch das Clodronat die Apoptose induziert wird (Naito et al. 1996; van Rooijen 
et al. 1996). 

Um die Auswirkung von liposomalem Clodronat und Gemcitabin bei fortge-
schrittenen Karzinomen experimentell zu untersuchen, wurden KPC-Mäuse wö-
chentlich palpiert und bei tumorverdächtigem Tastbefund dieser sonografisch 
detektiert und volumetrisch vermessen. Wenn Tumore mit einer Ausdehnung 
von mindestens 5 mm in einer Achse diagnostiziert wurden, erfolgte der Stu-
dieneinschluss (siehe 2.15.2). Die Behandlung fand entweder mit Clodronat-Lip-
osomen und Gemcitabin kombiniert oder als Monotherapie mit Clodronat-Lipo-
somen oder Gemcitabin statt.  

Die Depletion wurde über zehn Tage mit insgesamt vier Dosen Clodronat-Lipo-
somen durchgeführt (siehe 2.15.3). Zur Überprüfung der systemischen Depletion 
in den behandelten Mäusen wurde der Anteil von Makrophagen in der Milz im-
munhistochemisch untersucht und quantifiziert. Erwartungsgemäß induzierte 
liposomales Clodronat eine signifikante Depletion von TAM (Abbildung 20).  
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Abbildung 20: Liposomales Clodronat depletiert Makrophagen in der Milz im KPC-Mausmo-
dell: KPC-Mäuse wurden über zehn Tage entweder mit Clodronat-Liposomen i. p. (n = 4) behan-
delt oder in der Kontrollgruppe im gleichen Stadium geopfert (n = 4). (A) und (B): Repräsentative 
Bilder der CD-68-Färbung der Kontrolle (A) und der behandelten Tiere (B). Maßstab: 50 µm. 
(C): Nach Behandlung mit liposomalem Clodronat kam es gegenüber der Kontrolle zu einer Sen-
kung der makrophagenspezifischen CD-68-positiven Fläche um 52,9% (p = 0,0321). 

3.5.4 Klinische Auswirkungen der Depletion von Makrophagen im KPC-
Mausmodell 

Zu Beginn der Behandlung an Tag eins, im Verlauf der Behandlung an Tag fünf 
und vor der Opferung der Tiere an Tag zehn wurde das Tumorvolumen sono-
grafisch bestimmt (siehe 2.15.2). Bei den nicht mit Gemcitabin behandelten Mäu-
sen wurden öfter die Abbruchkriterien erreicht, sodass sie vor Erreichen des letz-
ten Behandlungstages geopfert werden mussten. Von den acht nur mit liposo-
malem Clodronat behandelten Mäusen wurden drei wegen des Erreichens der 
Abbruchkriterien vor Ende der geplanten Behandlungsdauer getötet, eine Maus 
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starb a. e. an einer unerwarteten abdominellen Blutung, bevor der letzte Behand-
lungstag erreicht war. Zwischen den Gruppen zeigten sich hinsichtlich der 
Symptome und des Abbruchs keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 25). 

Tabelle 25: Klinische Daten der behandelten KPC-Mäuse  
Gem (n = 10) Clo (n = 8) Gem + Clo (n = 9) 

Abbruch vor Tag zehn 4 (40%) 4 (50%) 2 (22%) 

Aszites 2 (20%) 2 (25%) 1 (11%) 

Ikterus 1 (10%) 2 (25%) 0 

Intraabdominelle Blu-
tungen 

1 (10%) 2 (25%) 1 (11%) 

Kachexie 1 (10%) 2 (26%) 0 

Makrometastasen 5 (50%) 4 (50%) 3 (33%) 

Splenomegalie 2 (20%) 1 (13%) 1 (11%) 

Klinische Daten der KPC-Mäuse, die mit Gemcitabin (Gem), Clodronat-Liposomen (Clo) oder 
einer Kombination behandelt wurden. Zwischen den Kohorten gibt es keine signifikanten Unter-
schiede (p > 0,05; Exakter Test nach Fisher). 

Im Weiteren wurden die Tiere, die die komplette Dauer des Experiments 
überlebten, analysiert. Die Mäuse, die mit der Kombination von Gemcitabin und 
liposomalem Clodronat behandelt wurden, hatten am Ende der Behandlung 10% 
ihres Gewichtes verloren, während das Gewicht der nur mit Gemcitabin 
behandelten Tiere im Mittel nahezu unverändert blieb (Abbildung 21).  

Das Tumorvolumen der Tiere, die entweder mit der Monotherapie Gemcitabin 
oder mit der Kombination von Clodronat-Liposomen und Gemcitabin behandelt 
wurden, war kleiner als in der Vergleichsgruppe mit alleiniger Clodronat-Lipo-
somen-Behandlung. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 
21).  
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Abbildung 21: Vergleich klinischer Parameter zwischen liposomalem Clodronat, Gemcitabin 
und der Kombinationstherapie: KPC-Mäuse wurden entweder mit Gemcitabin-Monotherapie 
(n = 6), einer Kombination aus Gemcitabin und Clodronat (n = 7) oder Clodronat (n = 4) behan-
delt. (A): Während die Mäuse der Gemcitabin-Kohorte ihr Gewicht hielten, verloren die Mäuse, 
die mit Gemcitabin und Clodronat behandelt wurden, etwa 10% Gewicht; der Unterschied zwi-
schen den beiden Kohorten ist signifikant (p = 0,0379), die Unterschiede zwischen den anderen 
Kohorten sind nicht signifikant (p > 0,05). (B): Die mit Gemcitabin behandelten Tiere zeigen ein 
relativ zum Beginn der Behandlung kleineres Tumorvolumen verglichen mit der Clodronat-Lip-
osomen-Kohorte. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p > 0,05).  

3.5.5 Makrophagendepletion führt zu verstärkter Gemcitabin-induzierter 
Apoptose 

Um die Auswirkungen der Makrophagendepletion auf die Gemcitabinbehand-
lung in vivo zu untersuchen, wurde die Apoptose- und Proliferationsrate nach 
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Beendigung der Therapie in den murinen KPC-Tumoren immunhistochemisch 
bestimmt.  

Gemcitabin wird als Antimetabolit in die DNA aufgenommen, wodurch die 
DNA-Synthese unterbrochen wird (Alvarellos et al. 2014; Burris et al. 1997). An-
schließend wird durch verschiedene Signalwege Caspase 3 gespalten und so ak-
tiviert. Das Produkt CC3 zeigt, welche Zellen sich in Apoptose befinden (Alnemri 
et al. 1996; Perry et al. 1997). Eine CC3-Färbung zeigt also das histologische Kor-
relat dieses Prozesses. Nach der Färbung wurden Bilder aus zufällig ausgewähl-
ten Abschnitten des Tumors mikroskopisch aufgenommen. Zur semiautomati-
schen Auswertung wurden alle Zellen eines Gesichtsfelds mit ImageJ quantifi-
ziert und anschließend die CC3-positiven Zellen manuell gezählt. Die Auswer-
tung war verblindet, sodass die Zuordnung der Behandlungskohorten durch den 
Untersucher nicht möglich war. Bei den behandelten KPC-Mäusen zeigte sich, 
dass die Kombination von Gemcitabin mit liposomalem Clodronat einen signifi-
kanten Anstieg der apoptotischen Zellen induzierte (Abbildung 22). Dieses Er-
gebnis bestätigt den günstigen Therapieeffekt der Makrophagendepletion in 
Kombination mit Gemcitabin im genetisch modifiziertem Mausmodell des Pan-
kreaskarzinoms.  
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Abbildung 22: Makrophagendepletion verstärkt Gemcitabin-induzierte Apoptose: (A) und 
(B): Immunhistochemische Quantifikation von CC3 in KPC-Tumorgewebe, die entweder mit 
Gemcitabin (A) (n = 6) oder einer Kombination aus Gemcitabin und Clodronat-Liposomen (B) 
(n = 4) behandelt wurden. Maßstab 50 µm. (C): Die Doppelbehandlung führt zu einer signifikan-
ten Erhöhung der CC3-positiven Zellen (p = 0,0215). 

Ein weiterer Parameter, um die Wachstumsaktivität von Tumoren und das An-
sprechen von Chemotherapie zu ermitteln, ist der Proliferationsindex, der als 
Quotient aus Ki-67 positiven Zellen und allen vorhandenen Zellen definiert ist. 
Ki-67 ist ein kernständiges Protein, das eine wichtige Rolle für die Zellprolifera-
tion spielt. Es ist während aller aktiven Phasen des Zellzyklus nachweisbar, aber 
in der S-Phase nicht vorhanden (Gerdes et al. 1984). Dadurch ist es hervorragend 
für den immunhistochemischen Nachweis von Proliferation geeignet. Ki-67 wird 
auch im klinischen Alltag zur Messung der Proliferationsaktivität von Pankreas-
karzinomen verwendet (Stanton et al. 2003).  

Beim Vergleich der Proliferationsrate nach Gemcitabin-Monotherapie und Kom-
binationstherapie mit liposomalem Clodronat konnte man jedoch keinen signifi-
kanten Unterschied feststellen (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Makrophagendepletion führt zu keiner signifikanten Veränderung der Prolife-
ration bei Gemcitabinbehandlung: (A) und (B): Immunhistochemische Quantifikation von Ki-
67 in KPC-Tumoren, die entweder mit Gemcitabin (A) (n = 6) oder einer Kombination aus Gemci-
tabin und Clodronat-Liposomen (B) (n = 4) behandelt wurden. Maßstab 50 µm. (C): Quantifika-
tion der Ki-67-positiven Zellen: Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der Prolifera-
tionsrate (p > 0,05).  

3.5.6 Quantitative Bestimmung von Gemcitabinmetaboliten nach 
Clodronat-Therapie in vivo mittels LC-MS/MS 

Im In-vitro-Versuch mit konditioniertem Medium konnten wir zeigen, dass Mak-
rophagen Gemcitabin so metabolisieren, dass es den Tumorzellen nicht mehr zur 
Verfügung steht und diese infolgedessen stärker proliferieren. Für den Metabo-
lismus von Gemcitabin spielen allerdings auch zahlreiche andere Faktoren im 
Tumor und im Organismus eine Rolle, die sich in einem Co-Kultur-Modell nicht 
nachbilden lassen. Folglich sollte untersucht werden, ob dieser Einfluss auch in 
der Zusammensetzung der Gemcitabinmetaboliten in vivo nachweisbar ist. Dazu 
wurde 2 h vor der Opferung der Mäuse eine Standarddosis von 100 mg/kg 
Gemcitabin i. p. appliziert (siehe 2.15.3). Untersuchungen im KPC-Mausmodell 
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haben gezeigt, dass nach 2 h die höchsten Konzentrationen von aktiviertem 
Gemcitabin (dFdCTP) intratumoral erreicht werden und auch die antineoplasti-
sche Wirksamkeit nach dieser Zeit ihren Höhepunkt erreicht (Bapiro et al. 2011; 
Neesse et al. 2013). In den hier durchgeführten Behandlungen führte die thera-
peutische Depletion von Makrophagen zu einer Erhöhung sowohl von nativem 
Gemcitabin (dFdC) als auch von dessen aktivem Metaboliten dFdCTP. Der Un-
terschied war bei je sechs untersuchten Mäusen pro Kohorte jedoch nicht signifi-
kant. Bei den Werten von intratumoralem dFdU, einem inaktivierten Metaboliten 
von Gemcitabin, war ebenfalls kein signifikanter Unterschied feststellbar (Abbil-
dung 24). 

 

Abbildung 24: Untersuchung von Tumorbiopsien nach Makrophagendepletion mittels LC-
MS/MS: (A), (B) und (C): Tumorbiopsien von mit Gemcitabin (n = 6) oder Gemcitabin und lipo-
somalem Clodronat (n = 6) behandelten KPC-Mäusen wurden 2 h nach der letzten Injektion von 
100 mg/kg Gemcitabin massenspektrometrisch auf dFdC (A), dFdU (B) und dFdCTP (C) unter-
sucht. Gemcitabin, die inaktivierte Form dFdU und die aktivierte Form dFdCTP waren zwischen 
den Kohorten nicht signifikant verändert (p > 0,05). 
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4 Diskussion 

4.1 Chemotherapieresistenz im Pankreaskarzinom 

Das Pankreaskarzinom ist einer der tödlichsten soliden Tumore. Eine kurative 
Chemotherapie ist nicht verfügbar. Die Fortschritte, die in den letzten Jahren und 
Jahrzenten in der klinischen medikamentösen Therapie gemacht wurden, sind 
überschaubar. Die Überlebenszeit von Patienten mit nicht resektablen Tumoren 
im Stadium 4 beträgt mit der seit 1997 etablierten Gemcitabin-Therapie im Me-
dian 6,8 Monate. Das heute aktuelle FOLFIRINOX-Schema verlängert diesen 
Zeitraum auf 11,1 Monate (Conroy et al. 2011). Daher überrascht es nicht, dass 
die Frage nach den Ursachen der Chemotherapieresistenz dieses Tumors immer 
mehr Forschungsgruppen beschäftigt. 

4.1.1 Das tumor microenvironment als biophysikalische Barriere 

Bei der Betrachtung von Studien zur Wirkung von Chemotherapie auf das Pan-
kreaskarzinom fällt auf, dass das schlechte Ansprechen im Menschen und im 
Mausmodell im Widerspruch zur guten Wirkung der klassischen Chemothera-
peutika wie Gemcitabin in vitro steht (Burris et al. 1997; Marten et al. 2008; 
Schwarz et al. 1999). Aus diesem Grund rückte in den vergangenen Jahren die 
Rolle des TME immer stärker in den Fokus. Zahlreiche Gruppen untersuchten 
die Rolle des Stromas als biophysikalische Barriere. Kernhypothese war, dass die 
desmoplastische Reaktion durch PSCs und azelluläre Komponenten wie Hyalur-
onsäure und Kollagen sowie eine Erhöhung des interstitiellen Drucks durch Ver-
minderung der Blutversorgung eine effektive Behandlung verhindern (Neesse et 
al. 2019; Olive et al. 2009; Provenzano et al. 2012). Präklinische Versuche, das 
Stroma durch den Angriff auf den Sonic-Hedgehog-Signalweg mittels Inhibition 
des membranständigen Proteins Smoothened zu depletieren und so den Trans-
port der Medikamente zu verbessern, zeigten anfangs Wirkung. Spätere Unter-
suchungen deuteten jedoch darauf hin, dass eine Inhibition von Smoothened so-
gar zu einer Verkürzung der Lebensdauer im Mausmodell führt (Olive et al. 
2009; Rhim et al. 2014). Klinische Studien, die die Wirksamkeit dieses Ansatzes 
untersuchten, fanden keinen zusätzlichen therapeutischen Nutzen. Eine Studie 
musste aufgrund einer verschlechterten Überlebensrate sogar vorzeitig abgebro-
chen werden (Catenacci et al. 2015; Kim et al. 2014). 
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Dazu kommt, dass Gemcitabin im Vergleich zu zielgerichteten Therapeutika wie 
monoklonalen Antikörpern sehr klein ist (< 1 nm) (Alvarellos et al. 2014; Neesse 
et al. 2019). In Xenograft-Mäusen konnte gezeigt werden, dass bei einem Parti-
keldurchmesser von 30 nm Pankreaskarzinome ähnlich effektiv die Substanz an-
reichern wie gut durchblutete Kolonkarzinome (Cabral et al. 2011). Diese Daten 
implizieren, dass ein reduzierter Transport von Gemcitabin zur Tumorzelle nicht 
das führende Problem für dessen Unwirksamkeit in vivo zu sein scheint. 

Insgesamt scheint die Funktion des Stromas als biophysikalische Barriere ein 
möglicher Faktor für die Chemotherapieresistenz zu sein; das Phänomen ist al-
lerdings noch nicht vollständig verstanden. 

4.1.2 Die Metabolisierung von Gemcitabin durch Zellen des tumor 
microenvironment 

Die Metabolisierung von Chemotherapeutika, insbesondere Gemcitabin, durch 
das TME ist bisher nur wenig erforscht. In den letzten Jahren gab es jedoch neue 
Erkenntnisse, die darauf hindeuten, dass die Aufnahme von Gemcitabin in Fib-
roblasten oder sogar Bakterien für die Resistenz eine große Rolle spielen (Geller 
et al. 2017; Hessmann et al. 2018). Außerdem wurde gezeigt, dass Makrophagen 
durch Enzymregulation sowie die Exkretion von Pyrimidinen die Wirksamkeit 
von Gemcitabin auf Pankreastumorzellen senken (Halbrook et al. 2019; Weizman 
et al. 2014).  

Da Gemcitabin ein Nukleosidanalogon ist, kann es von jeder Zelle metabolisiert 
werden. Die Expression von verschiedenen aktivierenden und inaktivierenden 
Enzymen sowie Nukleosidtransportern in Tumorzellen ist relevant für die Prog-
nose des Pankreaskarzinoms; die Expression von hENT1, dCK und CDA vor 
Therapiebeginn korreliert mit dem Gesamtüberleben bei Gemcitabintherapie 
(Amrutkar und Gladhaug 2017; Frese et al. 2012; Kroep et al. 2002; Spratlin et al. 
2004). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte im KPC-Mausmodell bereits zeigen, das CAFs 
Gemcitabin intrazellulär aufnehmen und nicht mehr freisetzen und so das The-
rapieansprechen im Pankreaskarzinom möglicherweise abschwächen. Gemci-
tabin (dFdC) wird über Transportproteine wie hENT1 und hENT2 in die Zellen 
aufgenommen und zum Nukleotidanalogon dFdCMP phosphoryliert, das die 
Zelle nicht mehr über Transportproteine verlassen kann. Während bei anderen 
Zellarten die Enzymfamilie NT5C eine Hydrolyse von dFdCMP zurück zu dFdC 
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katalysiert, sind diese Enzyme in CAFs kaum exprimiert, sodass die Gemcitabin-
metabolite nicht mehr aus den Zellen transportiert werden können und sich an-
reichern (Abbildung 1). Zum Nachweis dieses Mechanismus wurde NT5C1A in 
CAFs rekombinant überexprimiert; anschließend war der beschriebene Scaven-
ging-Mechanismus nicht mehr vorhanden (Hessmann et al. 2018). Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde nicht untersucht, wie sich eine rekombinante Expression 
von NT5C1A in Makrophagen auswirkt. Dieses Experiment sowie eine ausführ-
liche Charakterisierung des Gemcitabinmetabolismus von Makophagen ist zur 
weiteren Überprüfung der hier vorgestellten Thesen notwendig. 

4.1.3 Makrophagen und Gemcitabinresistenz 

Einige Studien zeigen, wie Makrophagen die Gemcitabinresistenz im Pankreas-
karzinom erhöhen. Ireland und Kollegen beschreiben, dass Makrophagen und 
Myofibroblasten im Pankreaskarzinom insulin like growth factors (IGFs) sezernie-
ren und dadurch die Resistenz der Tumorzellen gegenüber Gemcitabin erhöhen. 
In vivo reduzierten die Autoren mittels antikörpervermittelter Blockade von IGF 
diese Wirkung und konnten zeigen, dass das Tumorwachstum nach Gemcitabin-
behandlung stärker gehemmt wird (Ireland et al. 2016). Da in der vorliegenden 
Arbeit ausschließlich Makrophagen, nicht aber Myofibroblasten depletiert wur-
den, ist davon auszugehen, dass die Tumorzellen weiterhin durch IGFs beein-
flusst werden und der beschriebene Effekt, wenn überhaupt, nur teilweise ein-
tritt. Der isolierte Effekt einer Makrophagendepletion auf die IGF-Blockade in 
vivo wurde bisher nicht untersucht.  

Eine weitere Studie zeigt, wie Makrophagen mittels Sekretion von etwa 90 nm 
großen Vesikeln mit Pankreaskarzinomzellen kommunizieren. Über diese Vesi-
kel wird microRNA (miRNA) transferiert, die den Pyrimidinmetabolismus in 
Tumorzellen beeinflusst und so die Gemcitabinresistenz des Tumors erhöht 
(Binenbaum et al. 2018). Andere Untersuchungen zeigen, dass Makrophagen di-
rekt Pyrimidine sezernieren, welche kompetitiv die Phosphorylierung von 
Gemcitabin durch dCK hemmen und so dessen Wirksamkeit im Pankreaskarzi-
nom senken (Halbrook et al. 2019). 
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4.2 Auswirkungen von Makrophagen auf die Gemcitabin-
therapie in vitro 

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Analyse des Ansprechens von Tumorzellen 
auf durch von Makrophagen konditioniertes Medium in vitro. Darüber hinaus 
wurde in vivo untersucht, wie sich die pharmakologische Depletion von Makro-
phagen auf die Gemcitabintherapie der murinen Pankreaskarzinome auswirkt.  

Makrophagen bilden im Tumorstroma des Pankreas, verglichen etwa mit an-
grenzendem Gewebe oder Tumorvorstufen, einen großen Anteil der vorhande-
nen Zellen; in humanen Pankreaskarzinomproben waren myeloide Zellen wie 
Makrophagen die größte Subpopulation aller Zellen (Clark et al. 2007; Elyada et 
al. 2019; Hu et al. 2016). Zudem konnte in vivo gezeigt werden, dass die Behand-
lung mit Gemcitabin zu einer verstärkten Einwanderung von Makrophagen 
führt (Amrutkar und Gladhaug 2017). Die direkte Metabolisierung von Gemci-
tabin durch Makrophagen wurde bisher nicht beschrieben.  

Gemcitabin wird sowohl in DNA als auch in RNA inkorporiert; der zytotoxische 
Effekt ist allerdings in erster Linie auf die Inhibierung der DNA-Synthese im 
Rahmen der Replikation zurückzuführen (Huang et al. 1991). Studien zeigen, 
dass Gemcitabin nur in geringen Mengen in RNA inkorporiert wird und dass der 
Effekt auf die RNA-Synthese vernachlässigbar gering ist (Huang et al. 1991; Ruiz 
van Haperen et al. 1993). Die hier untersuchten differenzierten und polarisierten 
THP-1-Makrophagen proliferieren nach der Differenzierung nicht mehr. Daher 
ist davon auszugehen, dass sich die Wirkung von Gemcitabin auf diese in Gren-
zen hält. Untersuchungen dazu gibt es jedoch nicht. 

4.2.1 Stoffwechselprofil und LC-MS/MS-Untersuchungen von 
Makrophagen 

In den hier durchgeführten Experimenten wurde erstmalig der Gemcitabinme-
tabolismus von Makrophagen und Tumorzellen mittels LC-MS/MS charakteri-
siert. Als Messzeitpunkt wurde 2 h nach Inkubationsbeginn gewählt, analog zum 
Tötungszeitpunkt der mit Gemcitabin behandelten Mäuse. Verglichen mit den 
humanen Tumorzelllinien L3.6 und BxPC-3 haben M1- und M2-Makrophagen 
nach LC-MS/MS-Messung mehr Gemcitabin aufgenommen. Das ist beachtlich, 
da die differenzierten Makrophagen im Gegensatz zu kultivierten Tumorzellli-
nien nicht mehr proliferieren.  
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Die in dieser Arbeit vorgenommenen massenspektrometrischen Analysen sind 
zwar auf der einen Seite sehr genau und nutzen ein etabliertes Verfahren (Bapiro 
et al. 2011; Bapiro et al. 2014), auf der anderen Seite handelt es sich dabei immer 
um eine Momentaufnahme eines definierten Zeitpunktes. Die Untersuchung mit 
höherer zeitlicher Auflösung bei gleicher Genauigkeit ist nur durch eine Wieder-
holung der Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten möglich; der Aufwand 
wird damit vervielfacht. Daher haben wir in dieser Arbeit nur die im Zentrum 
der Untersuchung stehenden Makrophagen und deren Medium nach 24 h noch 
einmal untersucht. Während nach 2 h kein inaktiviertes dFdU messbar ist, zeigen 
sich nach 24 h größere Mengen im behandelten Medium. Reziprok zeigt sich we-
niger natives Gemcitabin (dFdC) im Medium nach 24 h als Ausdruck einer 
schnellen Aktivierung von Gemcitabin durch die THP-1-Makrophagen.  

Die mittels LC-MS/MS gemessene Konzentration der verschiedenen Gemci-
tabinmetabolite nach Inkubation über 24 h mit 1 µM Gemcitabin ähneln sich für 
M1- und M2-polarisierte Makrophagen stark. Das ist interessant, da M2-Makro-
phagen als eher tumorfördernd beschrieben werden, M1-Makrophagen eher als 
tumorhemmend (Cui et al. 2016; Mantovani et al. 2002; Mantovani et al. 2004). 
Außerdem führt das im klinischen Alltag häufig mit Gemcitabin kombinierte 
nab-Paclitaxel zu mehr nachweisbaren M1-Makrophagen in vitro und in vivo 
(Cullis et al. 2017). Das ist neben der Reduktion von CDA in Tumorzellen einer 
der Mechanismen, die für die synergistische Wirkung der Kombination von 
Gemcitabin und nab-Paclitaxel verantwortlich gemacht werden (Cullis et al. 
2017; Frese et al. 2012). Scheinbar ist die Metabolisierung von Gemcitabin durch 
M1- und M2-Makrophagen nicht relevant für deren unterschiedliche Rolle im 
Pankreaskarzinom.  

4.2.2 Versuche mit makrophagenkonditioniertem Medium 

Makrophagen spielen in der Immunreaktion und für die Metastasierung des 
Pankreaskarzinoms eine große Rolle (Brown et al. 2017; Griesmann et al. 2017; 
Karnevi et al. 2014; Mielgo und Schmid 2013). Außerdem haben Untersuchungen 
bereits eine Verschlechterung des Ansprechens von auf Tumorzellen auf Gemci-
tabin durch Makrophagen gezeigt. Dabei handelte es sich aber um die Induktion 
oder Hemmung von Enzymen in Pankreastumorzellen durch Makrophagen, 
nicht jedoch um direkte metabolische Effekte (Binenbaum et al. 2018; Halbrook 
et al. 2019; Weizman et al. 2014).  
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Um den Effekt der Metabolisierung von Gemcitabin durch Makrophagen mög-
lichst isoliert zu betrachten, wurden Tumorzellen mit auf Makrophagen inku-
biertem Medium behandelt. Der einzige Unterschied zwischen den Behand-
lungsgruppen war, dass das Gemcitabin entweder zu Beginn der Inkubation 
oder erst direkt vor der Behandlung der Turmozellen dem Medium hinzugefügt 
wurde (Abbildung 14). So wirkte sich etwa eine Beeinflussung von cytokinver-
mittelten Signalwegen auf beide Gruppen aus. Einzig Effekte, die durch die di-
rekte Wirkung von Gemcitabin auf Makrophagen entstehen, werden mit diesem 
Versuchsaufbau nicht ausgeschlossen. Solche Effekte von Gemcitabin auf Mak-
rophagen sind ohne weitere Co-Faktoren bisher nicht beschrieben, sie erfolgen 
lediglich indirekt durch eine Ausschüttung von IL-8 durch Tumorzellen 
(Deshmukh et al. 2018). Insgesamt sind die im Weiteren diskutierten Versuche 
mit konditionierten Medien vergleichsweise einfach gehalten, was die Untersu-
chung der Auswirkung verschiedener Medikamente und verschiedener Zellli-
nien mit geringerem Aufwand erlaubte. 

In diesen zunächst mit humanen THP-1-Zellen in M1-Polarisation durchgeführ-
ten Versuchen zeigte sich, dass eine Vorinkubation von Gemcitabin mit Makro-
phagen weniger toxisch auf Tumorzellen der Linien BxPC-3 und L3.6 wirkt als 
die direkte Zugabe von Gemcitabin auf unbehandeltes Makrophagenmedium. 
Dabei ist der Effekt in der L3.6-Zelllinie am stärksten ausgeprägt, was möglich-
erweise auf die geringere Behandlungsdosis zurückzuführen ist. Das initial in 
geringerer Dosis vorhandene Gemcitabin wurde wahrscheinlich anteilig stärker 
von Makrophagen gespeichert oder inaktiviert und stand so nicht mehr zur Ver-
fügung. 

Interessanterweise konnten wir keine vergleichbaren Effekte feststellen, wenn 
5-FU mit Makrophagen inkubiert wurde. 5-FU ist ebenso wie Gemcitabin ein Py-
rimidinanalogon, das im Rahmen des FOLFIRINOX-Schemas eingesetzt wird 
(Conroy et al. 2011). Es wird trotz der Ähnlichkeit zu Gemcitabin durch andere 
Transportproteine in die Zelle aufgenommen und auch innerhalb der Zelle durch 
andere Enzyme metabolisiert. Sowohl die Phosphorylierung und damit Aktivie-
rung des Medikaments als auch die Inaktivierung finden durch andere Enzym-
gruppen statt. Bemerkenswert ist, dass es hier zwar Analogien zum Gemcitabin-
metabolismus gibt, aber keine Enzymgruppe ähnlich NT5C beschrieben ist, die 
eine einmal stattgehabte Phosphorylierung mittels Hydrolyse rückgängig macht 
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und so den Transport des Medikaments im Ursprungszustand aus der Zelle er-
laubt (Thorn et al. 2011). Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Medika-
menten ist der Wirkmechanismus. Während Gemcitabin in erster Linie die Zell-
proliferation über die Inhibierung der DNA-Synthese hemmt und außerdem die 
natürlichen dNTPs depletiert, wirkt 5-FU auch über den Einschluss seiner Meta-
bolite in die RNA der Tumorzellen, was dann zum Zelltod führt (Alvarellos et al. 
2014; Brody et al. 2009; Thorn et al. 2011). Andere Studien, die eine Wirkung von 
Makrophagen auf die Gemcitabintherapie beschreiben, konnten ebenso keine 
Auswirkung einer Depletion von Makrophagen auf die Wirkung von 5-FU in 
vivo feststellen (Halbrook et al. 2019). 

Während der unterschiedliche Metabolismus der Medikamente erklärt, dass die 
Inkubation auf Makrophagen keine Auswirkung auf 5-FU hat, zeigt sich bei 
Durchführung dieses Experiments mit L3.6-Zellen sogar eine dem Gemcitabin 
entgegengesetzte Wirkung: Die Tumorzellen reagierten deutlich empfindlicher 
auf das mit Makrophagen inkubierte 5-FU. Eine mögliche Erklärung wäre, dass 
Makrophagen in M1-Polarisation unter 5-FU-Einfluss Zytokine sezernieren, die 
die zytotoxische Wirkung von 5-FU augmentieren Dieser Effekt wurde bisher 
nicht beschrieben; das Medium von M1-Makrophagen, die nicht mit 5-FU inku-
biert wurden, induzierte sogar eine 5-FU-Resistenz von Kolonkarzinomzelllinien 
(Hedbrant et al. 2015). Eine weitere Erforschung dieses unbekannten Phänomens, 
etwa durch den Vergleich von Zytokinprofilen von Makrophagen unter 5-FU-
Behandlung, ist sicher interessant.  

Für Paclitaxel konnten durch die Co-Kultur-Behandlung mit Makrophagen eben-
falls keine signifikanten Veränderungen in der Viabilität der Tumorzellen ge-
zeigt werden. Das Taxan wirkt im Gegensatz zu 5-FU und Gemcitabin nicht als 
Antimetabolit, sondern als Spindelgift (Spratlin und Sawyer 2007). Paclitaxel ist 
lipophil und wird im klinischen Alltag in einem polyethylierten Lipid und Etha-
nol verabreicht, um eine Emulsion zu ermöglichen. Dadurch ist der Transport zu 
den Zielzellen jedoch deutlich erschwert. Bei nab-Paclitaxel ermöglicht die Bin-
dung an Albumin, dass das Paclitaxel in vivo schneller durch Transzytose aus 
dem Blut ins Interstitium übertritt (Gradishar 2006). Für unsere In-vitro-Versuche 
gaben wir Paclitaxel in DMSO gelöst. Durch die relativ hohen Behandlungskon-
zentrationen sowie den lipophilen Charakter ist der Übertritt von ungebunde-
nem Paclitaxel in den intrazellulären Raum unproblematisch (Tsushima et al. 
2020). 
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In Vorbereitung auf mögliche In-vivo-Experimente wurden die Co-Kultur-Unter-
suchungen auch mit murinen Zelllinien durchgeführt, um auszuschließen, dass 
die Effekte nur in humanen Zellen vorhanden sind. Hier zeigten sich bei zwei 
von drei Zelllinien vergleichbare Effekte.  

Die murinen Makrophagen wurden primär aus dem Knochenmark isoliert. Die 
Isolation von TAMs direkt aus murinen Pankreastumoren war für diesen Ver-
suchsaufbau ungeeignet, da die Zellen nicht mehr proliferieren und unverhält-
nismäßig viele Mäuse für diese Versuche hätten geopfert werden müssen 
(Mühlberg et al. 2016). Die Zellen wurden für diesen Versuch zu Makrophagen 
differenziert, jedoch nicht spezifisch zu M1- oder M2-Makrophagen polarisiert, 
da wir für den Gemcitabinstoffwechsel keine gravierenden Unterschiede zwi-
schen den beiden Polarisationen in humanen Zellen festgestellt haben. Insgesamt 
ist die Verwendung entweder von M1-polarisierten THP-1-Zellen oder murinen, 
aus Knochenmark isolierten Makrophagen eine Limitation dieser Arbeit, da 
TAM eine sehr heterogene Gruppe bilden und durch die beschriebenen Zellen 
nur ein Ausschnitt dieses Spektrums abgebildet werden kann (Cassetta und 
Kitamura 2018; Mosser und Edwards 2008; Murray und Wynn 2011). Bei der Iso-
lation von TAMs aus humanen Pankreaskarzinomen wird mit großem Aufwand 
eine geringe Menge an Zellen isoliert, sodass sich diese Methode für unsere Ver-
suche nicht eignete (Helm et al. 2014). 

Zusammengefasst zeigen unsere Co-Kultur-Untersuchungen, dass der Gemci-
tabinmetabolismus von Makrophagen sich sowohl in humanen als auch in muri-
nen Zellen direkt auf die Viabilität von Pankreastumorzellen auswirkt. Viele der 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass dies über ein scavenging des Gemcitabins 
durch Makrophagen geschieht. Auch wenn dieser Effekt nachweisbar ist, weisen 
die Zellkulturversuche zahlreiche Limitationen auf. In den letzten Jahren wird 
neben der 2D-Zellkultur die Verwendung von Zellkultur-Organoiden zur In-
vitro-Erforschung von Tumoren immer populärer (Boj et al. 2015). In den von uns 
durchgeführten Experimenten wurden in erster Linie die Auswirkung der direk-
ten Metabolisierung von Gemcitabin durch Makrophagen durch den Vergleich 
verschieden konditionierter Zellmedien auf 2D-Zellkulturen untersucht. Wir ha-
ben auf eine Übertragung der Versuche in 3D-Organoidmodelle verzichtet und 
die in vitro beobachteten Effekte der Gemcitabinmetabolisierung in vivo im KC- 
und KPC-Mausmodell des Pankreaskarzinoms durch eine präklinische Studie 
überprüft. 
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4.3 Makrophagendepletion und Gemcitabintherapie in vivo 

4.3.1 Stärken und Limitationen der verwendeten Mausmodelle 

Für die In-vivo-Untersuchungen zum Pankreaskarzinom kommen zahlreiche 
transgene Mausmodelle zum Einsatz. Diese haben gegenüber Xenograft-Model-
len den großen Vorteil, dass die Vaskularisation und vor allem das TME mit Ent-
zündungszellen, Fibroblasten, Makrophagen und ECM die Verhältnisse beim 
Menschen deutlich besser nachbilden (Clark et al. 2007; Olive und Tuveson 2006; 
Ponz-Sarvise et al. 2015). Das liegt daran, dass sich der Tumor endogen im Pan-
kreas entwickelt und auch die Vorstufen wie ADM und PanIN durchläuft (Ponz-
Sarvise et al. 2015).  

Wir verwendeten für die Interventionsstudie das etablierte KPC-Mausmodell 
(Hingorani et al. 2005). Ein Nachteil dieses Modells ist, dass häufig kein lokali-
sierter Tumor in einem Teil des Pankreas entsteht (Kopf, Corpus oder Schwanz), 
sondern das Organ häufig mit verschiedenen Tumoren und Vorläuferläsionen 
durchsetzt ist. Bei dem Vergleich von jeweils nicht behandeltem gesundem Pan-
kreasgewebe mit murinen Pankreastumoren sahen wir signifikant mehr Makro-
phagen im Tumorgewebe. Andere Publikationen beschreiben ähnliche Ergeb-
nisse (Clark et al. 2007).  

Bei der Behandlung von KC-Mäusen mit liposomalem Clodronat über einen län-
geren Zeitraum fanden wir heraus, dass diese nach einigen Wochen zur Entwick-
lung von Aszites führt. Da die Tiere im Alter von etwa 16 bis 18 Wochen in der 
Regel Vorläuferläsionen wie ADMs oder frühe PanINs, aber keine Karzinome 
entwickeln, ist der Aszites nicht auf eventuelle Karzinome zurückzuführen 
(Hingorani et al. 2003). Die mit PBS-Liposomen behandelten Tiere entwickelten 
kein Aszites. Unseres Wissens wurde Aszites als Komplikation einer langfristi-
gen i. p.-Behandlung mit liposomalem Clodronat bisher nicht beschrieben. Um 
die Ursachen dafür näher einzugrenzen, sind weitere Untersuchungen erforder-
lich; unter anderem müsste die Zusammensetzung des Aszites analysiert wer-
den. Die weißlich-trübe Färbung spricht am ehesten für einen hohen Anteil an 
Leukozyten.  
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4.3.2 Untersuchungen des Gemcitabinmetabolismus in vivo mittels LC-
MS/MS 

Untersuchungen mittels LC-MS/MS durch unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass 
Gemcitabin (dFdC) sowie der aktive Metabolit dFdCTP in murinen Tumoren um 
ein Vielfaches stärker verfügbar sind als in PanIN-Gewebe oder gesundem Pan-
kreas (Buchholz et al. 2020). Bisher wurden keine massenspektrometrischen 
In-vivo-Analysen von Gemcitabin nach Makrophagendepletion durchgeführt. 
Während sich weder für das native (dFdC) noch für das aktivierte Gemcitabin 
(dFdCTP) signifikante Unterschiede durch die liposomale Clodronattherapie 
ergaben, ist es trotzdem bemerkenswert, dass im Mittel mehr als doppelt so viel 
dFdCTP nach Clodronatgabe nachweisbar war. Möglicherweise war die Kohor-
tengröße mit je 4 untersuchten Tieren für einen signifikanten Effekt zu klein; ver-
gleichbare Studien, die signifikante Ergebnisse zeigen konnten, untersuchten Ko-
hortengrößen von 12 oder sogar 16 Tieren (Frese et al. 2012; Hessmann et al. 
2018). Das erhöhte dFdCTP-Level im Tumorgewebe ist möglicherweise mit feh-
lender Gemcitabin-Inaktivierung durch die depletierten Makrophagen erklärbar. 

Eine mit ähnlichen Methoden von unserer Gruppe durchgeführte Studie unter-
suchte den Effekt einer durch genetische Osteonectin-Ablation vermittelten Kol-
lagendepletion auf die Gemcitabintherapie. Dabei konnten ebenfalls keine signi-
fikanten Unterschiede in der Menge der Gemcitabinmetabolite zwischen den un-
tersuchten Gruppen festgestellt werden (Ramu et al. 2019).  

Da bei der Untersuchung des Gewebes durch LC-MS/MS die Tumormasse mit 
Tumorzellen, Immunzellen, Fibroblasten und zahlreichen Komponenten des 
azellulären TME analysiert wurde, ist eine genauere Zuordnung der jeweiligen 
Subkompartimente nicht möglich. Eine vorherige Sortierung der Zellen, etwa 
mittels Durchflusszytometrie ist in diesem Fall nicht geeignet, da das Gemcitabin 
schnell zerfällt und das Gewebe so schnell wie möglich gefroren werden muss, 
um diesen Prozess zu unterbinden (Bapiro et al. 2011). Außerdem beginnt un-
mittelbar nach dem Opfern der Tiere die Autolyse des Pankreas durch dessen 
Verdauungsenzyme. Da eine Zuordnung der gemessenen Gemcitabinmetabolite 
zu den einzelnen Zelltypen so nicht möglich ist, führten wir zur Evaluation der 
Wirksamkeit des Medikaments verschiedene immunhistochemische Färbungen 
durch. 
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4.3.3 Klinische und Immunhistochemische Daten  

Wir konnten zeigen, dass die Kombination von Gemcitabin mit liposomalem 
Clodronat zu einer erhöhten Expression von CC3 im Tumorgewebe führt, also 
dass die Kombination eine höhere Apoptoserate induziert. Eine Monotherapie 
mit Gemcitabin führt im KPC-Mausmodell nicht zu einer Erhöhung der CC3-
Expression (Frese et al. 2012). Die Erhöhung der Apoptoserate zeigt die erhöhte 
Wirksamkeit von Gemcitabin durch die Kombination mit Clodronat-Liposomen. 
Ob die Ursache des besseren Ansprechens die Metabolisierung bzw. das scaven-
ging des Gemcitabins durch Makrophagen ist, kann anhand der vorliegenden 
Daten nicht klar gesagt werden. Wahrscheinlich ist von einer Kombination ver-
schiedener, unter 4.2 diskutierter Mechanismen auszugehen; eine Zuordnung 
der Resultate zu den verschiedenen Mechanismen ist mit den aktuell zur Verfü-
gung stehenden Methoden nicht möglich. Da die Depletion oder zumindest das 
gezielte Angreifen von Makrophagen in der Therapie des Pankreaskarzinoms 
aussichtsreich erscheint, ist eine weitere Untersuchung der Interaktion von Mak-
rophagen mit dem Tumor und Chemotherapeutika in jedem Fall sinnvoll.  

Die Kombination von Gemcitabin mit Clodronat-Liposomen führt zu keiner sig-
nifikanten Veränderung der durch Ki-67-Expression immunhistochemisch be-
stimmten Proliferationsrate der Tumorzellen. Dies war auch nicht zu erwarten; 
auch die Kombination von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel, die im klinischen All-
tag der Gemcitabin-Monotherapie überlegen ist, führt nicht zu einer Verände-
rung der Ki-67-Expression (Frese et al. 2012).  

Ebenso führt die Kombination von Gemcitabin mit liposomalem Clodronat ver-
glichen mit der Monotherapie nicht zu einer Verminderung des Tumorvolu-
mens. Eine mögliche Erklärung ist, dass die Depletion der Makrophagen durch 
Clodronat einige Tage benötigt und nach elf Tagen zwar schon ein Anstieg der 
Apoptoserate nachweisbar ist, sich jedoch noch keine Auswirkung auf das Tu-
morvolumen zeigt. Außerdem wurden hier nur die Tiere verglichen, die bis zum 
Ende des Versuches überlebten. In der mit der Kombinationstherapie behandel-
ten Kohorte überlebten mehr Tiere, bei relativ kleinen Gruppengrößen konnte 
jedoch keine Signifikanz gezeigt werden. Eine längere Gabe von liposomalem 
Clodronat, etwa vor Tumordiagnose und Beginn der Chemotherapie, war auf-
grund der Nebenwirkungen wie Aszites nicht möglich. 
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Wir konnten in dieser Arbeit erstmals zeigen, dass die clodronatvermittelte 
Depletion von Makrophagen in vivo zu einer erhöhten Apoptoserate im Pankre-
askarzinom unter Gemcitabintherapie führt. In Kombination mit den In-vitro-Re-
sultaten, die einen Scavenging-Mechanismus der Makrophagen nahelegen, und 
den massenspektrometrischen Analysen zeigt dieses Ergebnis, dass der Gemci-
tabinmetabolismus von Makrophagen einen relevanten Beitrag zur Gemcitabin-
resistenz des Pankreaskarzinoms leistet. 

4.4 Präklinische und klinische Makrophagendepletion als 

therapeutische Optionen beim Pankreaskarzinom 

4.4.1 Makrophagendepletion mit liposomalem Clodronat 

Die Auswirkung der Depletion von Makrophagen im KPC-Mausmodell mittels 
liposomalem Clodronat wurde bereits in anderen Zusammenhängen untersucht. 
Griesmann und Kollegen zeigten, dass dies zu einer signifikanten Minderung 
von Metastasen in Lunge und Leber führt und brachten dies mit einer vermin-
derten Angiogenese durch weniger verfügbares VEGF in Verbindung 
(Griesmann et al. 2017). In einer anderen Studie wurde beschrieben, dass die 
clodronatvermittelte Depletion von Makrophagen zu einer T-Zell-Infiltration des 
Tumors führte, die durch die Kombination mit Gemcitabin sogar noch verstärkt 
wurde. Das Therapieregime umfasste hier jedoch jeweils zusätzlich den mono-
klonalen Antikörper FGK45 gegen CD40, durch den Natürliche-Killer(NK)-Zel-
len aktiviert und antitumorale und antimetastatische Effekte erreicht wurden 
(Beatty et al. 2015). Daher sind die Effekte nicht eindeutig auf unser Modell über-
tragbar. In klinischen Studien wurde liposomales Clodronat bisher nur als intra-
artikuläre Injektion zur Behandlung von Rheumatoider Arthritis eingesetzt.  

4.4.2 Alternative Ansätze zur Makrophagendepletion 

Ein weiterer Ansatz, Makrophagen anzugreifen, ist Trabectidin, das mittels 
Caspase-8-abhängiger Apoptose gezielt mononukleare Phagozyten tötet und so 
die Rekrutierung von Makrophagen inhibiert (Cui et al. 2016). Das Medikament 
wurde in einer klinischen Phase-II-Studie beim metastasierten Pankreaskarzi-
nom als Monotherapie schon 2011 untersucht, zeigte jedoch trotz nachgewiese-
ner immunmodulatorischer Prozesse keine Wirksamkeit (Belli et al. 2016).  
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Auch andere medikamentöse Möglichkeiten, Makrophagen zu inhibieren, sind 
entweder nicht geeignet für den klinischen Einsatz oder zeigten keine ausrei-
chende Wirksamkeit in klinischen Studien. So wurde etwa die Entwicklung des 
monoklonalen CCL2-Antikörpers Carlumab nach enttäuschenden Ergebnissen 
einer Phase-II-Studie zur Behandlung des Prostatakarzinoms eingestellt (Pienta 
et al. 2013). Während Gemcitabin zwar die Polarisation von Makrophagen eher 
zugunsten des M1-Typs verändert, depletieren die zytotoxischen Chemothera-
peutika 5-FU und Docetaxel neben ihrer eigentlichen Wirkung auf Tumorzellen 
M2-Makrophagen und tragen damit möglicherweise auch zu einem verbesserten 
Ansprechen bei (Kodumudi et al. 2010; Vincent et al. 2010).  

Zur präklinischen Untersuchung der Rolle von Makrophagen kommt auch der 
CSF-1-Rezptor(CSF-1R)-Inhibitor AZD7507 zum Einsatz. Während andere CSF-
1R-Inhibitoren kardiotoxisch wirken, scheint dies bei AZD7507 nicht der Fall zu 
sein (Scott et al. 2013). Im KPC-Mausmodell führt die Behandlung zu einer Mak-
rophagendepletion, vermindertem Tumorwachstum sowie verlängertem Über-
leben der Tiere (Candido et al. 2018). Bisher gibt es jedoch noch keine klinischen 
Studien zur weiteren Evaluation des Medikaments. 

 

Abbildung 25: TAM-induzierte Gemcitabinresistenz und therapeutische Optionen: Makro-
phagen erhöhen die Resistenz von Tumorzellen durch miRNA-abhängige CDA-Hochregulation 
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und Pyrimidinsekretion. In der vorliegenden Arbeit konnte zusätzlich gezeigt werden, wie Mak-
rophagen selbst Gemcitabin aufnehmen und verstoffwechseln. Neben liposomalem Clodronat 
können Makrophagen durch Trabectidin und Carlumab gezielt angegriffen werden; zudem wir-
ken 5-FU und Docetaxel toxisch auf Makrophagen. 

Außerdem wird beschrieben, dass Gemcitabin zu einer Einwanderung von Mak-
rophagen in das Pankreaskarzinom führt (Mitchem et al. 2013). Die Rolle dieser 
Infiltration für die Wirkung von Gemcitabin ist bisher nicht untersucht; gerade 
in Hinblick auf die neuen, gezielt angreifenden Therapieansätze sind weitere Ex-
perimente notwendig. 

In Anbetracht der beschriebenen Ergebnisse, die zeigen, dass Makrophagen 
durch verschiedene Mechanismen zu einer Erhöhung der Gemcitabinresistenz 
beitragen und auch durch eine Induktion der Metastasierung die Prognose ver-
schlechtern, liegt es nahe, Makrophagen therapeutisch zu depletieren (Abbil-
dung 25). Die zusätzliche Überwindung der Gemcitabinresistenz würde, wie 
auch in dieser Arbeit gezeigt, eine Depletion insbesondere in Kombination mit 
Gemcitabin zu einer attraktiven therapeutischen Option machen. Bisher wurde 
nur die Wirkung von Trabectidin als Monotherapie für das Pankreaskarzinom 
im Rahmen einer klinischen Studie getestet. Neue targeted therapies gegen Mak-
rophagen sind also eine spannende und aussichtsreiche Option für die Zukunft. 
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5 Zusammenfassung 

Trotz großer wissenschaftlicher und klinischer Anstrengungen hat das Pankre-
askarzinom weiterhin eine fatale Prognose. Dafür ist neben der meist erst spät 
gestellten Diagnose vor allem die Chemotherapieresistenz des Tumors verant-
wortlich. Gemcitabin und an Albumin gebundenes Paclitaxel sind mit dem FOL-
FIRINOX-Schema die etabliertesten Protokolle in der Therapie des nicht resek-
tablen Pankreaskarzinoms. 

In den letzten Jahren rückte die Rolle des tumor microenvironment in der Chemo-
therapieresistenz immer stärker in den Vordergrund. Vieles deutet darauf hin, 
dass das Tumorstroma nicht nur eine biophysikalische Barriere bildet, sondern 
primär durch epigenetische und metabolische Prozesse zur Chemotherapieresis-
tenz beiträgt. Unsere Arbeitsgruppe hat bereits gezeigt, dass cancer associated fib-
roblasts Gemcitabin aufnehmen und so für den Tumor die Verfügbarkeit reduzie-
ren. Makrophagen bilden die größte Zellpopulation im Pankreaskarzinom; für 
sie ist ein gemcitabinmetabolisierender Effekt bisher nicht untersucht.  

In dieser Arbeit wurde zunächst in vitro mit Liquid-Chromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie untersucht, in welchem Maß humane und murine Makro-
phagen Gemcitabin aufnehmen und metabolisieren. Mittels Co-Kultur-Versu-
chen wurden anschließend die Auswirkung dieser Metabolisierung auf humane 
und murine Pankreaskarzinomzellen analysiert. Außerdem wurden die Auswir-
kung einer Makrophagendepletion durch liposomales Clodronat auf die Gemci-
tabintherapie in den murinen In-vivo-Pankreaskarzinommodellen KPC und KC 
untersucht. 

Massenspektrometrisch zeigte sich, dass humane und murine Makrophagen 
Gemcitabin aufnehmen, teilweise inaktivieren und teilweise speichern. Das führt 
zu einer erhöhten Viabilität von Tumorzellen, wenn das Gemcitabin vorher auf 
Makrophagen inkubiert wurde. Ein vergleichbarer Effekt kann für 5-FU und 
Paclitaxel nicht gezeigt werden. 

Eine Kombination von Gemcitabin mit liposomalem Clodronat zeigte im KPC-
Mausmodell keine signifikanten klinischen Unterschiede im Vergleich zur Be-
handlung nur mit Gemcitabin. Histologisch zeigte sich bei Erhöhung des Anteils 
der cleaved-caspase-3-positiven Zellen eine signifikante Erhöhung der Apoptose-
rate, während die durch Ki-67-Färbung gemessene Zellproliferation unverändert 
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ist. Die Langzeitbehandlung von KC-Mäusen mit liposomalem Clodronat führte 
jedoch zur Bildung von Aszites.  

Unsere Versuche konnten zeigen, dass Makrophagen Gemcitabin aufnehmen 
und metabolisieren und ihre Depletion in vivo zu einem besseren Ansprechen 
von Gemcitabin führt. Andere Studien zeigen weitere positive Effekte einer 
Depletion von Makrophagen, etwa weniger Metastasierung und eine verbesserte 
Immunantwort auf den Tumor. Makrophagen sind Teil der größten Zellpopula-
tion im Pankreaskarzinom. Ihre Depletion, kombiniert mit klassischer Chemo-
therapie, ist ein vielversprechender Ansatz, der in naher Zukunft durch klinische 
Studien überprüft werden wird.  
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