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Einleitung 1

1 Einleitung 

 

1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom 

Das duktale Adenokarzinom der Bauchspeicheldrüse (pancreatic ductal adenocarcinoma, 

PDAC) zeichnet sich durch aggressives Wachstum, frühe Metastasierung und eine ungünstige 

Prognose aus. Die Mehrzahl der PDAC entsteht im Pankreaskopf, während nur 20-30 % im 

Pankreaskorpus oder -schwanz lokalisiert sind (Mizrahi et al. 2020). Aufgrund der 

retroperitonealen Lage des Organs bleiben die Patienten oft symptomlos oder entwickeln erst 

spät im Krankheitsverlauf Symptome. Die Diagnostik, die hauptsächlich auf bildgebenden 

Verfahren basiert, kann Raumforderungen im Pankreas oft erst bei fortgeschrittener 

Tumorgröße erkennen. Zum Zeitpunkt der Erstvorstellung ist der Tumor daher häufig 

metastasiert bzw. lokal fortgeschritten, so dass eine kurative Therapie bei den meisten 

Erkrankten nicht mehr möglich ist (Leitlinienprogramm Onkologie 2024). 

 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Das PDAC ist weltweit die siebthäufigste krebsbedingte Todesursache. Es gibt deutliche 

geografische Unterschiede in der Inzidenz, wobei Regionen mit hohem Einkommen wie 

Nordamerika, Europa und Australien aufgrund demografischer Faktoren höhere Inzidenzraten 

aufweisen als Regionen mit niedrigem Einkommen (Sung et al. 2021). Deutschland hat eine 

der höchsten Neuerkrankungsraten in Europa. Basierend auf den Daten des Global Cancer 

Observatory (GCO) für das Jahr 2022 beträgt die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate 

für Deutschland 9,9 pro 100.000 Männer und 7,6 pro 100.000 Frauen. Die altersstandardisierte 

Sterberate für das Jahr 2022 beträgt für Deutschland 9,6 pro 100.000 Männer und 6,9 pro 

100.000 Frauen (Ferlay et al. 2024). Mit nahezu identischen Inzidenz- und Mortalitätsraten 

sowie einer 5-Jahres-Überlebensrate von nur 12 % ist das PDAC somit eine der tödlichsten 

Krebserkrankungen (Siegel et al. 2023). Die meisten Betroffenen sind bei Erstdiagnose über 

70 Jahre alt (Leitlinienprogramm Onkologie 2024). 

Die genaue Ätiologie des PDAC ist weitgehend unbekannt (Leitlinienprogramm Onkologie 

2024). In großen prospektiven Kohortenstudien konnten jedoch mehrere Risikofaktoren 

identifiziert werden, die das Risiko für die Entwicklung eines PDAC erhöhen. Zu den 

beeinflussbaren Risikofaktoren gehören das Rauchen, regelmäßiger Alkoholkonsum, 

Übergewicht, geringe körperliche Aktivität und das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 

(Batabyal et al. 2014; Iodice et al. 2008; Lucenteforte et al. 2012; Michaud 2001). Weitere nicht 

beeinflussbare Risikofaktoren sind eine akute oder chronische Pankreatitis in der Anamnese, 
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eine positive Familienanamnese und bestimmte hereditäre Genmutationen (Abe et al. 2021; 

Permuth-Wey und Egan 2009; Yadav und Lowenfels 2013). 

Aufgrund des demographischen Wandels und der Zunahme ungesunder Lebensweisen wird 

erwartet, dass das PDAC bis 2040 die zweithäufigste krebsbedingte Todesursache in den USA 

sein wird (Rahib et al. 2021). 

 

1.1.2 Pathogenese 

Das PDAC stellt die häufigste Form des Pankreaskarzinoms dar und macht über 95 % aller 

bösartigen Erkrankungen der Bauchspeicheldrüse aus. Es geht von den exokrinen Zellen des 

Pankreas, insbesondere von den pankreatischen duktalen Epithelzellen (PDEZ), aus. Im 

Vergleich dazu sind zystische Adenokarzinome, Tumoren, die von den sekretproduzierenden 

Parenchymzellen der Azini ausgehen, sowie endokrine Tumoren seltener (Leitlinienprogramm 

Onkologie 2024). 

Die Pathogenese des PDAC ist multifaktoriell und umfasst ein komplexes Zusammenspiel 

genetischer, epigenetischer, zellulärer und das Tumormikromilieu beeinflussender 

Veränderungen. Diese vielfältigen Veränderungen interagieren miteinander und tragen dazu 

bei, dass sich nicht-invasive präkanzeröse Vorstufen, wie pankreatische intraepitheliale 

Neoplasien (pancreatic intraepithelial neoplasms, PanIN), intraduktale papillär-muzinöse 

Neoplasien (intraductal papillary mucinous neoplasms, IPMN) oder muzinös-zystische 

Neoplasien (mucinous-cystic neoplasms, MCN), im Laufe der Zeit zu invasiven Karzinomen 

entwickeln können (Abbildung 1) (Vincent et al. 2011). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Progression eines PDAC. Aus einem 

normalen Pankreasepithel entsteht über pankreatische Vorläuferläsionen ein invasives 

duktales Pankreasadenokarzinom (PDAC). Dargestellt sind die im Laufe der Zeit erworbenen 

genetischen Aberrationen und die Progression von PanIN1 bis PanIN3, sodass letztendlich 

ein invasives PDAC entsteht. Hergestellt mit Biorender®. 
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Die Progression nicht-invasiver Vorläuferläsionen zu einem PDAC wird maßgeblich durch 

genetische Veränderungen beeinflusst, wobei eine Beteiligung mehrerer Gene nachgewiesen 

wurde. Aktivierende Mutationen im Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS) stellen das 

Hauptmerkmal des PDAC dar und treten in über 90 % der Fälle auf (Cancer Genome Atlas 

Research Network 2017). Auch Mutationen in Tumorsuppressorgenen, wie beispielsweise 

dem tumor protein 53 (TP53), dem Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) und dem 

Mothers against Decapentaplegia homolog 4 (SMAD4), werden häufig nachgewiesen (Bailey 

et al. 2016). Diese Mutationen führen nicht nur zur Progression eines PDAC aus 

Vorläuferläsionen, sondern fördern auch die Metastasierung (Aguirre et al. 2003; Bardeesy et 

al. 2006; Hingorani et al. 2005; Qiu et al. 2011). In der Konsequenz tragen sie zum 

Fortschreiten der Tumorerkrankung und der ungünstigen Prognose bei. 

Epigenetische Veränderungen, einschließlich der DNA-Methylierung, Histonmodifikationen 

und Dysregulation nicht-kodierender RNA (non-coding RNA, ncRNA) führen zu weiteren 

Veränderungen in Genen, welche die Progression des PDAC beeinflussen. Dies umfasst 

sowohl Veränderungen der malignen Tumorzellen selbst als auch des Tumorstromas (Pandey 

et al. 2023). 

Das Tumorstroma beim PDAC ist durch seine dichte und bindegewebsreiche Struktur 

gekennzeichnet. Diese Gewebsvermehrung wird als desmoplastische Reaktion bezeichnet 

und macht teilweise 80 % des Primärtumors aus (Erkan et al. 2012). Das dichte Tumorstroma 

ist nicht nur eine passive strukturelle Komponente, sondern trägt aktiv zum malignen Verhalten 

des Tumors bei. Es fördert das Überleben, die Proliferation und die Metastasierung von 

Tumorzellen, während es die Infiltration von Immunzellen hemmt und eine physische Barriere 

bildet, die die Wirksamkeit von Chemotherapeutika mindert (Edwards et al. 2021). 

Die aufgezeigten Veränderungen bedingen letztlich die aggressive Natur des PDAC sowie die 

Unwirksamkeit vieler Therapiestrategien. 

 

1.1.3 Symptome, Diagnostik und Therapie 

Das PDAC stellt aufgrund der oftmals späten Diagnosestellung, des aggressiven Verhaltens 

und der eingeschränkten Therapiemöglichkeiten eine große Herausforderung für die Medizin 

dar (Ryan et al. 2014). 

In vielen Fällen treten Symptome erst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung auf, 

wodurch eine frühzeitige Diagnose erschwert wird. Bei Auftreten von Beschwerden wiederum 

sind diese äußerst unspezifisch für das Vorliegen eines PDAC und zudem abhängig von der 

Lokalisation des Primarius (Mizrahi et al. 2020; Porta et al. 2005; Walter et al. 2016). 
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Zu diesen unspezifischen Beschwerden gehört die Entwicklung einer Gelbsucht, wenn der 

Tumor aufgrund seines Wachstums und seiner Lage – vor allem im Pankreaskopf – den 

Gallengang verlegt (Schmidt-Hansen et al. 2016). 

Gürtelförmig ausstrahlende Bauch- und Rückenschmerzen treten in der Regel früh auf. Neben 

der Kompression benachbarter Strukturen mit konsekutiver Reizung der sensiblen Afferenzen 

können maligne Tumorzellen durch direkte Invasion in peripankreatische Nervenplexus 

Schmerzen verursachen (Bapat et al. 2011). 

Begleitsymptome einer konsumierenden Erkrankung wie Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit und 

Fieber treten auch beim PDAC auf. Neben dem konsumierenden Charakter des Malignoms ist 

der eingeschränkte Allgemein- und Ernährungszustand auf die verminderte Fähigkeit des 

Körpers zurückzuführen, Nährstoffe zu verdauen, da der Tumor die exokrine Funktion der 

Bauchspeicheldrüse beeinträchtigt. Dies kann zu Übelkeit, Erbrechen, Durchfall und 

Fettstühlen führen (Schmidt-Hansen et al. 2016; Vujasinovic et al. 2017). In einigen Fällen 

kann sogar eine abnorme Nüchternglukosetoleranz oder ein neu aufgetretener Diabetes 

mellitus mit einem PDAC assoziiert sein, bevor der Primarius bildmorphologisch detektierbar 

ist (Pannala et al. 2009). 

Die Präsentation eines PDAC ist somit unspezifisch und nur die Kombination verschiedener 

Symptome weist auf eine maligne Grunderkrankung hin. Daher kann keine allgemeingültige 

Empfehlung ausgesprochen werden, wann der Verdacht auf ein PDAC geäußert und weitere 

diagnostische Schritte eingeleitet werden sollten. 

Die neueste S3-Leitlinie aus dem Jahr 2024 empfiehlt unter bestimmten Bedingungen, wie 

beispielsweise bei Personen über 50 Jahren mit neu aufgetretenen starken Oberbauch- oder 

Rückenschmerzen zunächst eine transabdominale Ultraschalluntersuchung durchzuführen. 

Bei persistierendem Verdacht auf eine maligne Raumforderung im Pankreas werden weitere 

bildgebende Verfahren wie die Multidetektor-Computertomographie (MDCT) oder die 

Magnetresonanztomographie (MRT) in Kombination mit der Magnetresonanz-

Cholangiopankreatikographie (MRCP) zur Detektion des Primärtumors sowie zur 

Ausbreitungsdiagnostik empfohlen. Je nach Verfügbarkeit kann eine Endosonographie 

ergänzt werden, die in Abhängigkeit von der Erfahrung des Untersuchers die höchste 

Sensitivität zur Erkennung eines PDAC bietet (Costache et al. 2017; Leitlinienprogramm 

Onkologie 2024). Eine Biopsie der Tumormasse zur Diagnosesicherung sollte nur in 

Ausnahmefällen oder vor Einleitung einer palliativen Therapie durchgeführt werden. Bei 

operablen, jedoch unklaren Pankreasveränderungen muss die Resektion unabhängig von der 

möglichen Dignität der Läsion zeitnah angestrebt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 

2024). 

Die chirurgische R0-Resektion des Tumors in Kombination mit einer sechsmonatigen 

adjuvanten Chemotherapie stellt derzeit die einzige kurative Therapie dar. Die Resektabilität 
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wird nicht nur durch anatomische Faktoren definiert, sondern auch durch tumorbiologische 

und patientenabhängige Kriterien (Isaji et al. 2018). Allerdings ist zum Zeitpunkt der Diagnose 

lediglich ein geringer Anteil der Patienten für eine Operation geeignet. Neoadjuvante 

Therapien gewinnen daher zunehmend an Bedeutung, da sie das Wachstum von Tumorzellen 

reduzieren, die Resektionsraten erhöhen und das Langzeitüberleben verlängern können (van 

Dam et al. 2022; Janssen et al. 2019).  

Nach chirurgischer Resektion und ohne Vorliegen von Fernmetastasen stellt die adjuvante 

Chemotherapie mit einem modifizierten (Dosis-reduzierten) Regime aus Folinsäure/5-

Fluorouracil (5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin (mFOLFIRINOX), Gemcitabin als Monotherapie 

oder Gemcitabin in Kombination mit Capecitabin den Standard in der kurativen Therapie des 

PDAC dar (Leitlinienprogramm Onkologie 2024). 

Bei Vorliegen von Fernmetastasen oder einem lokal fortgeschrittenen, inoperablen Tumor 

kann einzig eine palliative Chemotherapie mit FOLFIRINOX, einer Kombination aus 

Leucovorin, liposomalem Irinotecan, 5-FU und Oxaliplatin (NALIRIFOX) oder Gemcitabin und 

nanoparticle albumine-bound (nab)-Paclitaxel das Gesamtüberleben verlängern. Falls der 

Allgemeinzustand des Patienten keine der genannten Therapieschemata erlaubt, kann 

alternativ eine Systemtherapie mit Gemcitabin als Monotherapie oder in Kombination mit dem 

Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Erlotinib sowie eine rein supportive Therapie angeboten werden 

(Leitlinienprogramm Onkologie 2024). 

In den vergangenen Jahren haben sich bei zahlreichen Krebserkrankungen zielgerichtete 

Therapien (targeted therapies) durchgesetzt, die spezifische genetische Aberrationen und 

molekulare Veränderungen beeinflussen. Der Einsatz dieser Therapieform hat sich jedoch 

beim PDAC aufgrund der Heterogenität der Tumorzellen sowie der Komplexität des 

Tumorstromas nicht etablieren können. Lediglich der bereits erwähnte TKI Erlotinib, der den 

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) hemmt, 

wurde beim fortgeschrittenen, inoperablen Pankreaskarzinom zugelassen (Moore et al. 2007). 

Eine weitere zielgerichtete Therapie ist Sotorasib, das in ersten klinischen Studien ein 

vielversprechendes Ansprechen gezeigt hat. Es hemmt spezifisch die Signalübertragung bei 

PDAC-Patienten mit einer Mutation des KRAS-G12C, die jedoch nur bei etwa 1-2% der 

Erkrankten nachweisbar ist (Strickler et al. 2023). 

Es ist daher von entscheidender Bedeutung, weitere molekulare Mechanismen des PDAC zu 

entschlüsseln, um in Zukunft effektivere Therapiestrategien entwickeln zu können. 

 

1.2 Metastasierung 

Der Begriff der Metastasierung bezeichnet den Prozess der Ausbreitung von Krebszellen vom 

Primärtumor in sekundäre Organe. Die Metastasierung stellt eines der charakteristischen 
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Merkmale einer malignen Tumorerkrankung dar und ist klinisch von großer Bedeutung, da der 

Nachweis von Metastasen die Hauptursache für krebsbedingte Todesfälle darstellt (Hanahan 

und Weinberg 2011). 

Es wurde bereits früh erkannt, dass lediglich ein geringer Anteil von malignen Zellen in der 

Lage ist, erfolgreich Metastasen auszubilden (Fidler 1970). Die weitere Forschung hat gezeigt, 

dass dieser kleine Anteil an malignen metastasierungsfähigen Tumorzellen eine kleine 

Subpopulation innerhalb des biologisch heterogenen Primärtumors darstellt (Fidler 2003). 

Im Laufe der Zeit wurde eine Abfolge verschiedener metastasierungsassoziierter Prozesse 

definiert, die im Rahmen der „Metastasierungskaskade“ durchlaufen werden. Initiiert wird 

diese Kaskade durch den Erwerb eines motilen Phänotyps und damit der Fähigkeit zur 

Migration und Invasion von Tumorzellen in das umliegende Gewebe. In der Folge gelangen 

die Zellen über Blut- und Lymphgefäße in den Körperkreislauf und adhärieren schließlich an 

Endothelzellen in den Stromgebieten sekundärer Organe. Nach dem Einwandern in das 

Parenchym dieser Organe und der Adaptation an die dortigen Gewebsbedingungen erfolgt die 

Ausbildung von Metastasen (Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade beim PDAC. 1. 

Maligne Tumorzellen finden durch Migration und Invasion in ihre unmittelbare Umgebung 

Anschluss an Blut- oder Lymphgefäße 2. Intravasation motiler Tumorzellen in den Blutkreislauf 

3. Zirkulation der Tumorzellen im Kreislauf 4. Anheften an das Endothel von sekundären 

Organen und Extravasation 5. Kolonisation von sekundären Organen, z.B. Leber, Peritoneum 

und Lunge. Hergestellt mit Biorender®. 
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Auf molekularer Ebene kommt es zur Akkumulation von genetischen und epigenetischen 

Veränderungen, die die malignen Tumorzellen zur Lösung aus dem Primärtumor befähigen. 

Zu diesen Veränderungen zählt auch die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT). Im 

Rahmen der EMT nehmen die epithelialen Zellen durch Entdifferenzierung einen 

mesenchymalen, motilen Phänotyp an (Fares et al. 2020). Darüber hinaus ist im Primärtumor 

eine Subpopulation mit der Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorinitiation vorhanden, 

welche als Krebsstammzellen (cancer stem cells, CSCs) bezeichnet wird. Die Existenz von 

CSCs wird ebenfalls mit der Entwicklung von Metastasen in Verbindung gebracht (F. Li et al. 

2007). 

Der Großteil der Patienten, bei denen ein PDAC diagnostiziert wird, weist zum Zeitpunkt der 

Diagnose bereits eine metastasierte Erkrankung auf, was den aggressiven Charakter dieser 

Krebsentität unterstreicht (Mizrahi et al. 2020). Die Metastasierung des PDAC erfolgt dabei 

sowohl hämatogen als auch lymphogen und per continuitatem in die unmittelbare Umgebung. 

Die häufigsten Lokalisationen von Fernmetastasen sind die Leber, das Peritoneum und die 

Lunge (Usón et al. 2020). 

 

1.2.1 Migration und Adhäsion 

Zellmigration und Zelladhäsion sind zwei physiologisch eng miteinander verknüpfte Prozesse, 

die für die Embryonalentwicklung, Wundheilung, Aufrechterhaltung der zellulären Integrität 

und Immunantwort von grundlegender Bedeutung sind. Bei Krebserkrankungen kann eine 

pathologische Aktivierung dieser Mechanismen jedoch die Progression, Invasion und 

Metastasierung von Tumoren begünstigen (Pijuan et al. 2019). 

Die wechselseitige Beeinflussung der malignen Zellen mit der Tumormikroumgebung (tumor 

microenvironment, TME) führt zu Veränderungen, die die Invasion und Metastasierung von 

malignen Tumorzellen fördern. Beispielsweise setzen verschiedene Immunzellen 

Matrixmetalloproteasen (MMP) und Wachstumsfaktoren frei, welche nicht nur die 

Zusammensetzung der extrazellulären Matrix (EZM) verändern und das Tumorwachstum 

fördern, sondern auch direkt die gerichtete Motilität, Adhäsionsfähigkeit und Intravasation der 

malignen Tumorzellen beeinflussen. Tumor-assoziierte Fibroblasten wiederum spielen eine 

wichtige Rolle in der Induktion der EMT und sind aktiv an der Umgestaltung des TME beteiligt 

(Hanahan und Coussens 2012). 

Durch diese Mechanismen werden maligne Tumorzellen befähigt, in Form einzelner Zellen 

oder als Zellkollektiv durch die EZM zu migrieren und Anschluss an das Gefäßsystem zu 

finden (Friedl und Wolf 2003). 

Die mesenchymale Migration als eine Form der Einzelzellmigration wird von epithelialen 

Tumorzellen genutzt, die im Rahmen der EMT durch Entdifferenzierung einen mobilen 
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mesenchymalen Phänotyp annehmen. Dieser Prozess konnte auch bereits beim PDAC 

nachgewiesen werden (Rhim et al. 2012). Im Gegensatz dazu bezeichnet die kollektive 

Migration die Fortbewegung zusammenhängender Zellverbände, die ihre zelluläre Integrität 

nicht verlieren. Die Fähigkeit migrationsfähiger Zellpopulationen, sich in kollektiven 

Zellverbänden zu bewegen, ermöglicht die gleichzeitige Verteilung verschiedener Klone eines 

Primärtumors mit unterschiedlichen biologischen Fähigkeiten. Die Vorteile dieses 

Migrationsmodus umfassen somit die Möglichkeit, Apoptose-resistente und 

selbsterneuerungsfähige Subpopulationen wie die CSCs in verschiedene Gewebe zu 

transportieren und gleichzeitig einen Schutz vor der immunologischen Antitumorantwort im 

Körper zu gewährleisten (Friedl und Wolf 2003). Dieser Migrationsmodus wurde auch für das 

PDAC nachgewiesen (Aiello et al. 2018). 

Die Adhäsion wiederum kann entweder zwischen Tumorzellen untereinander oder zwischen 

Tumorzellen und anderen Zellen des TME bzw. mit der EZM stattfinden (Makrilia et al. 2009). 

Verschiedene Zelladhäsionsmoleküle wie Integrine, Cadherine, Selektine und Proteine der 

Immunglobulin-Superfamilie sind an diesem Prozess beteiligt. Neben ihrer Rolle bei der 

Aufrechterhaltung des interzellulären Kontakts und der mechanischen Bindung an die EZM 

sind sie direkt an der Signaltransduktion beteiligt, die das Wachstum, Überleben und die 

Metastasierung von Tumorzellen fördert (Janiszewska et al. 2020). Die Expression von 

Cadherinen und Integrinen spielt insbesondere bei der kollektiven Migration und Invasion eine 

wichtige Rolle, da Adhäsionsproteine die zelluläre Integrität innerhalb kollektiver Zellverbände 

aufrechterhalten und den Austausch mit dem Tumorstroma ermöglichen (Friedl und Mayor 

2017). 

Die Rolle von Selektinen und Adhäsionsproteinen aus der Superfamilie der Immunglobuline in 

diesem Prozess wird kontrovers diskutiert. Während die verminderte Expression dieser 

Moleküle auf tumorassoziiertem Endothel (TAE) einen effektiven Mechanismus darstellt, das 

Eindringen von Immunzellen in den Tumor zu verhindern und damit die immunvermittelte 

Antitumorantwort zu reduzieren, ist eine erhöhte Expression mit einem erhöhten 

Metastasierungspotenzial und einer schlechteren Prognose assoziiert (Harjunpää et al. 2019; 

Nummer et al. 2007). Beispielsweise kann Mucin-1 (MUC-1) mit dem intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1) auf TAE interagieren und dadurch die Anheftung von zirkulierenden 

Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) an die Gefäße ermöglichen, was einen wichtigen 

Schritt der Metastasierung darstellt (Roland et al. 2007). 

 

1.2.2 Epithelial-Mesenchymale Transition 

Die Existenz der EMT in adulten Geweben wurde erstmals Anfang der 80er Jahre des 20. 

Jahrhunderts beschrieben (Greenburg und Hay 1982) Die EMT ist ein wichtiger biologischer 
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Prozess, der es ermöglicht, dass Epithelzellen einen beweglicheren und invasiveren 

mesenchymalen Phänotyp annehmen (Abbildung 3). Ursprünglich im Zusammenhang mit der 

Embryogenese entdeckt, spielt dieser Prozess physiologisch auch eine entscheidende Rolle 

bei der Geweberegeneration und der Fibrosierung von Organen, während seine pathologisch 

veränderte Aktivität die Karzinogenese und Metastasierung begünstigt (Kalluri und Weinberg 

2009). 

Die Initiierung der EMT wird durch bestimmte Faktoren wie den transformierenden 

Wachstumsfaktor β (transforming growth factor-β, TGF-β) oder den epidermalen 

Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) ausgelöst (Lindsey und Langhans 2015; 

Miettinen et al. 1994). Darüber hinaus sind Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6), der 

Tumornekrosefaktor α (TNF-α) und ein hypoxisches Milieu an der EMT-Induktion beteiligt 

(Chen et al. 2016; Knaack et al. 2018; Sullivan et al. 2009). Diese extrazellulären Faktoren 

lösen eine Kaskade intrazellulärer Signalwege aus, welche wiederum eine Reihe von 

Transkriptionsfaktoren (TF) aktivieren. Die wichtigsten EMT-assoziierten 

Transkriptionsfaktoren (EMT-TFs) sind Mitglieder der Snail-Familie (SNAI1/Snail und 

SNAI2/Slug), der Zinc finger E-box-binding homeobox (ZEB)-Familie (ZEB1 und ZEB2) und 

die TF OVO-like-1/OVO-like-2 (OVOL1/2) (Hotz et al. 2007; Krebs et al. 2017; Roca et al. 

2013). Darüber hinaus wurden Signalwege, die mit Entzündungsprozessen assoziiert sind, 

wie z.B. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-κB), mit der EMT 

in Verbindung gebracht (Maier et al. 2010). 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der EMT-MET-Achse sowie einiger 

charakteristischer Eigenschaften der unterschiedlichen Phänotypen. Epitheliale 

Tumorzellen verlieren im Rahmen der Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) ihre 

epithelialen Eigenschaften, wie z.B. die apikal-basale Polarität, interzelluläre Zelladhäsion, 
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Immotilität sowie Proliferationsfähigkeit, und akkumulieren mesenchymale Charakteristika, wie 

z.B. eine erhöhte Kontraktilität, Migrations- und Invasionsfähigkeit, den Verlust der 

interzellulären Adhäsivität und eine geringere Proliferationsrate, um einen 

metastasierungsfähigen Phänotyp anzunehmen. Nach Dissemination in sekundäre Organe 

werden unter Verlust der mesenchymalen Charakteristika erneut epitheliale Eigenschaften im 

Sinne einer Mesenchymal-Epithelialen Transition (MET) angenommen. Darüber hinaus 

existieren Zwischenstufen, die sowohl epitheliale als auch mesenchymale Eigenschaften 

besitzen. Hergestellt mit Biorender®. 

 

Der epitheliale Marker epithelial Cadherin/Cadherin-1 (E-Cadherin) bildet unter 

physiologischen Bedingungen homodimere Komplexe mit E-Cadherin-Molekülen 

benachbarter Zellen und sorgt so für die zelluläre Integrität der Epithelien. Darüber hinaus 

spielt dieses Zelladhäsionsmolekül eine wichtige Rolle bei der Kontaktinhibition der 

Zellproliferation, der Hemmung der Zellmotilität und der Etablierung der apikal-basalen 

Polarität, drei wichtigen Eigenschaften von Epithelgeweben (Mendonsa et al. 2018; Nelson et 

al. 2013). Während der EMT ist das Herunterregulieren des E-Cadherin-Gens ein 

charakteristisches Ereignis. Der Verlust von E-Cadherin führt zur Auflösung der dichten 

Epithelschichten, zu erhöhter Zellmotilität und zur Entwicklung von Metastasen (Sommariva 

und Gagliano 2020). 

Mesenchymale Markerproteine wie Neural-Cadherin (N-Cadherin), Vimentin, Kollagen Typ I, 

L1 cell adhesion molecule (L1CAM) und Alpha Smooth-Muscle-Actin (α-SMA) werden 

hingegen vermehrt exprimiert (Dongre und Weinberg 2018; Kiefel et al. 2012b; Sommariva 

und Gagliano 2020). 

N-Cadherin gehört wie auch E-Cadherin zu den klassischen Typ-I-Cadherinen, wird jedoch im 

Gegensatz zu E-Cadherin nicht nur in epithelialen Geweben exprimiert. Im neuronalen 

Gewebe spielt N-Cadherin eine wichtige Funktion im Rahmen der Embryogenese, hält die 

zelluläre Integrität aufrecht und reguliert die Proliferation und Differenzierung von neuronalen 

Stammzellen. Die pathologische Expression von N-Cadherin in Tumorzellen geht mit einer 

verstärkten Karzinogenese einher (Loh et al. 2019). 

Vimentin stellt als Intermediärfilament einen Bestandteil des Zytoskeletts dar und wird 

während der Zellmigration reorganisiert, was Veränderungen der Zellform ermöglicht und die 

Beweglichkeit der Zellen erleichtert (Satelli und Li 2011). 

Das Zelladhäsionsmolekül L1CAM ist ebenfalls während der Embryonalentwicklung im 

Nervensystem von Relevanz. Während L1CAM in neuronalen Zellen die interzelluläre 

Adhäsion aufrechterhält und die intrazelluläre Signaltransduktion fördert, führt die Expression 

von L1CAM in Malignomen zu einem aggressiven und motilen Phänotyp, welcher die 

Metastasierungsrate erhöht (Kiefel et al. 2012a). Beim PDAC führt die Expression von L1CAM 
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neben einer verstärkten Migrations- und Invasionsfähigkeit auch zur Apoptoseresistenz. Dabei 

lässt sich die Expression von L1CAM bereits in Vorläuferläsionen im Rahmen einer 

chronischen Pankreatitis nachweisen (Geismann et al. 2009). In weiterführenden 

Experimenten konnte zudem demonstriert werden, dass eine TME-vermittelte 

proinflammatorische Signalkaskade die Expression von L1CAM nicht nur in PDAC-Zellen, 

sondern auch in TAE steigert (Goebel et al. 2015; Issa et al. 2009; Kiefel et al. 2012b). Diese 

Beobachtungen erklären möglicherweise die frühe Dissemination der malignen PDAC-Zellen 

in den Kreislauf und die hohe Metastasierungsrate des PDAC. 

Hinweise für die Existenz der EMT beim PDAC wurden bereits früh beschrieben. In einer 

Studie aus dem Jahr 2004 konnte in Lebermetastasen eines PDAC die Erniedrigung der 

Expression von E-Cadherin sowie eine Erhöhung der Expression der mesenchymalen 

Proteine N-Cadherin und Vimentin nachgewiesen werden (Nakajima et al. 2004). In einer 

weiteren Studie konnte die Arbeitsgruppe um Bergmann et al. zeigen, dass die Expression 

des mesenchymalen Markers L1CAM nicht nur in Gewebsproben von Patienten mit einem 

PDAC, sondern auch bereits in Vorläuferläsionen gesteigert ist. Gleichzeitig verzeichneten alle 

untersuchten Lebermetastasen eine Expression von L1CAM, was ebenfalls auf die Existenz 

einer EMT beim metastasierten PDAC hinweist (Bergmann et al. 2010). 

In Anbetracht der Tatsache, dass jedoch auch epitheliale Tumorzellen zur Metastasierung 

fähig sind und zudem die Proliferationsrate von beweglichen Zellphänotypen typischerweise 

geringer ist, konnte die EMT nicht als alleinige Erklärung für die Formation von Metastasen 

angesehen werden (Joshi et al. 2023). Im Rahmen der Krebsforschung wurde daher der 

Prozess der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) postuliert, bei dem die 

mesenchymalen Eigenschaften in Sekundärorganen wieder verloren gehen und epitheliale 

Charakteristika wiedererlangt werden. Dies erlaubt in späteren Tumorstadien die erfolgreiche 

Manifestation von Kolonien in sekundären Organen sowie die Wiederherstellung einer 

zellulären Integrität, was somit den finalen Schritt der Metastasierungskaskade darstellt 

(Dongre und Weinberg 2018). Obwohl es schwierig ist, den Prozess der MET in 

experimentellen Studien nachzuweisen, konnte die Arbeitsgruppe um Roca et al. zeigen, dass 

die TF OVOL1 und OVOL2 MET-ähnliche Veränderungen in Tumorzellen des Prostata- und 

Mammakarzinoms induzierten. Diese Veränderungen waren nicht nur auf zellulärer, sondern 

auch auf funktioneller Ebene nachweisbar. In in vivo Experimenten zeigte sich aber, dass 

neben Zellen mit MET-assoziiertem epithelialem Phänotyp auch EMT-assoziierte 

mesenchymale Tumorzellen Metastasen bilden konnten (Roca et al. 2013). 

Die genannten Studien verdeutlichen, dass die Beziehung zwischen EMT und MET komplex 

ist und nicht einfach als dichotome Achse mit zwei gegensätzlichen Polen betrachtet werden 

kann. Es mehren sich Hinweise für die Existenz von hybriden Phänotypen innerhalb dieser 

Achse, die mit einer höheren zellulären Plastizität assoziiert sind. Diese hybriden Stadien 
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werden auch als partielle EMT (E/M) bezeichnet (Dongre und Weinberg 2018). Dieser 

intermediäre Zustand verleiht Tumorzellen möglicherweise die Fähigkeit, ihr 

Metastasierungspotenzial zu maximieren und sich besser an verändernde 

Umgebungsbedingungen anpassen zu können (Jolly et al. 2019). Die Existenz dieses E/M-

Phänotyps wurde nicht nur im PDAC selbst, sondern auch bereits in Vorläuferläsionen 

nachgewiesen. In einer Studie der Arbeitsgruppe von Rhim et al. konnte im Mausmodell 

gezeigt werden, dass pankreatische Vorläuferzellen bereits vor dem Nachweis des 

Primärtumors eine EMT durchlaufen und in der Zirkulation sowie in der Leber nachweisbar 

sind. Dabei exprimierte ein Teil dieser Zellen neben dem EMT-TF Zeb1 auch den epithelialen 

Marker epithelial cell adhesion molecule (EpCAM), was auf die Existenz eines E/M-Phänotyps 

beim PDAC hinweist (Rhim et al. 2012). Gestützt werden diese Ergebnisse zudem durch die 

genetische Sequenzierung von >51000 Zellen von 27 Patienten mit primären PDAC. Hier 

konnten 51 Tumorzellverbände innerhalb der EMT-MET-Achse nachgewiesen werden, von 

denen wiederum ca. 40% als E/M-assoziiert definiert werden konnten (Carstens et al. 2021). 

Somit bleibt der Zusammenhang zwischen EMT, MET und der Metastasierung uneindeutig 

und bedarf weiterer Forschung, um in Zukunft zielgerichtete Therapiestrategien gegen die 

unterschiedlichen Zellpopulationen und ihre Metastasierungstendenz zu entwickeln. 

Zusätzlich zu den oben genannten Eigenschaften werden EMT und MET mit dem Erwerb bzw. 

Verlust von Stammzelleigenschaften in Verbindung gebracht (Dongre und Weinberg 2018). 

 

1.2.3 Krebsstammzellen 

Stammzellen sind physiologisch in der Lage, sich selbst zu erneuern und sich zu 

unterschiedlichen Zelltypen zu differenzieren. Die symmetrische Teilung bedingt die 

Entstehung von zwei neuen Stammzellen und somit die Selbsterneuerung des 

Stammzellvorrats. Die asymmetrische Teilung hingegen fördert neben der Bildung von 

Vorläuferzellen auch die Entstehung unterschiedlicher Gewebetypen, sodass eine zelluläre 

Homöostase in differenzierten Geweben aufrechterhalten wird (Aponte und Caicedo 2017). 

CSCs hingegen stellen eine kleine Population von Tumorzellen innerhalb eines Tumors dar, 

die über dieselben Fähigkeiten wie die physiologischen Stammzellpopulationen verfügen und 

zur Entstehung, Progression und zum Wiederauftreten von Tumoren nach einer Therapie 

beitragen. Aufgrund ihrer langsamen Zellteilungsrate sind sie gegenüber klassischen 

Zytostatika resistent und werden zusammen mit ihrer Tumorinitiierungskapazität als Auslöser 

der Metastasen- und Rezidivbildung gesehen (Clarke et al. 2006; Ishiwata et al. 2018). 

Bereits im Jahr 2007 konnte die Existenz von PDAC-Zellen mit Stammzelleigenschaften 

nachgewiesen werden (Hermann et al. 2007; C. Li et al. 2007). Im weiteren Verlauf der 

Forschung wurde festgestellt, dass verschiedene Moleküle und Signalwege mit dem 
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Stammzellphänotyp des PDAC assoziiert sind. Unter den Molekülen, die beim PDAC mit CSC-

Eigenschaften assoziiert werden, finden sich die Zelloberflächenantigene Cluster of 

Differentiation (CD) 133, 24 und 44, welche bereits bei anderen Malignomen als CSC-Marker 

identifiziert wurden (Hermann et al. 2007; C. Li et al. 2007; Olempska et al. 2007).  

Weitere im Laufe der Zeit identifizierte CSC-Marker sind der C-X-C-Chemokin-Rezeptor Typ 

4 (CXCR4) sowie das ATP-binding-cassette-G2-(ABCG2)-Molekül. CXCR4 ist ein G-Protein-

gekoppelter Rezeptor, der an der Chemotaxis und Signaltransduktion von Immunzellen 

beteiligt ist. Darüber hinaus kann er über seinen Liganden, den stromal cell-derived factor-1 

(SDF-1), das Migrationsverhalten von Zellen beeinflussen. Der Nachweis dieses Rezeptors 

erfolgte auf CD133-positiven Zellen an der Invasionsfront von PDAC. In nachfolgenden in vivo 

Experimenten konnte darüber hinaus nachgewiesen werden, dass lediglich Zellen mit einer 

Co-Expression von CD133 und CXCR4 im Blutkreislauf nachweisbar waren und zur 

hepatischen Metastasierung führten. In klinischen Untersuchungen konnte eine Korrelation 

zwischen der CD133- und CXCR4-Positivität bei PDAC-Patienten und einer fortgeschrittenen 

metastatischen Erkrankung festgestellt werden (Hermann et al. 2007). 

Das ABCG2-Molekül ist aufgrund seiner Rolle bei der Arzneimittelresistenz von großer 

Relevanz. Es kann therapeutische Wirkstoffe aus den Zellen herausschleusen und dadurch 

wesentlich zur Multiresistenz bei malignen Tumorerkrankungen beitragen (Mo und Zhang 

2012). Die Existenz des Moleküls wurde bereits beim PDAC nachgewiesen und ist vermutlich 

mit der Resistenz von CSCs gegenüber Chemotherapeutika assoziiert (Olempska et al. 2007; 

Wang et al. 2009). 

Nestin, ein Klasse VI-Intermediärfilament, wurde in neuronalen Stamm- und Vorläuferzellen 

des Zentralnervensystems entdeckt. Es unterstützt die Gewebestabilität und ist in 

verschiedenen embryonalen Vorläuferzellen sowie in reaktiven Zellen nach Gewebeschäden 

zu finden (Neradil und Veselska 2015). In Tumoren, die aus undifferenzierten Vorläuferzellen 

entstehen, wird Nestin stark exprimiert und mit Stammzelleigenschaften verknüpft (Carrière et 

al. 2007). Beim PDAC beeinflusst Nestin die Zellmobilität und EMT-Eigenschaften. Eine 

Reduktion der Nestin-Expression verringert Tumorhäufigkeit, das Tumorvolumen und die 

Metastasenbildung (Matsuda et al. 2014). 

Neben den genannten Molekülen sind auch eine Reihe von TF für CSCs von Bedeutung, 

darunter beispielsweise sex determing region Y (SRY)-box 2 (Sox2), Octamer-binding 

transcription factor 4 (Oct4) und Nanog. Diese TF sind allesamt auch mit der EMT assoziiert 

und unterstreichen das Zusammenspiel der EMT und CSCs (Du et al. 2011; Herreros-

Villanueva et al. 2013; Lu et al. 2013). Die Arbeitsgruppe um Herreros-Villanueva konnte 

beispielsweise zeigen, dass Sox2 eine Dedifferenzierung und EMT-ähnliche Veränderungen 

in PDAC-Zellen hervorruft (Herreros-Villanueva et al. 2013). In der Studie von Shah et al. 

konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass in Gemcitabin-resistenten PDAC-Zellen eine 
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phänotypische und funktionelle Veränderung im Sinne einer EMT stattfindet. Die Analyse der 

CSC-Marker ergab, dass ein hoher Anteil der Zellen im Zuge dieser Transition auch die CSC-

Marker CD24 und CD44 exprimierten (Shah et al. 2007). In einer anderen Studie wurde die 

Rolle des EMT-TF Zeb1 bei der Metastasierung des PDAC untersucht. Genetisch veränderte 

Mäuse, die neben einer KRAS und p53-Mutation eine Deletion von Zeb1 aufwiesen, 

entwickelten zwar PDAC, die hinsichtlich der Größe den Tumoren der Kontrollgruppe mit 

Zeb1-Expression ähnelten, jedoch deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Differenzierung 

zeigten. Zeb1-depletierte Tumoren wiesen dabei eine bessere Differenzierung und einen 

epithelialeren Phänotyp im Vergleich zu Tumoren mit Zeb1-Expression auf. Die Depletion von 

Zeb1 resultierte zudem in einer reduzierten lokalen Tumorinvasion und einer verminderten 

Metastasenbildung. Nach intravenöser Injektion waren Zeb1-depletierte Tumorzellen kaum 

noch in der Lage, die Lunge zu besiedeln. Gleichzeitig wiesen Zeb1-depletierte Zellen eine 

deutliche Verringerung hinsichtlich der Tumorinitiierungskapazität auf und waren kaum in der 

Lage, Sphäroide zu bilden – zwei Eigenschaften, die mit CSCs assoziiert werden. Auch nach 

Stimulation mit TGF-β konnte im Vergleich zu Kontrollsphäroiden keine EMT festgestellt 

werden. Diese Studie bekräftigt somit die These, dass die Aktivierung der EMT mit CSC-

Eigenschaften verknüpft ist und beide Prozesse eine wichtige Rolle im Rahmen der 

Metastasierung spielen (Krebs et al. 2017). 

In der Zusammenschau der oben genannten Studien lassen sich somit eindeutige Hinweise 

darauf finden, dass EMT-assoziierte Faktoren beim PDAC mit CSC-Eigenschaften verknüpft 

sind. Die gegenseitige Verstärkung resultiert in einer Population von PDAC-Zellen mit 

erhöhtem Invasionspotenzial, Metastasierungsrate und Therapieresistenz. Diese Korrelation 

zwischen EMT und CSC und einer erhöhten Metastasierungsrate wurde bereits in einigen 

klinischen Studien belegt (Hermann et al. 2007; Rasheed et al. 2010; Zhang und Xu 2022). 

Allerdings existieren auch kontroverse Studienergebnisse, die die Notwendigkeit einer 

Aktivierung der EMT für die Erlangung eines CSC-Phänotyps infrage stellen. Die Arbeit von 

Liu et al. konnte beim Mammakarzinom die Existenz zweier phänotypischer CSC-Zustände 

nachweisen, eines epithelialen und eines mesenchymalen Phänotyps. Beide Phänotypen 

führten gleichermaßen zur Tumorinitiation im Mausmodell (Liu et al. 2014). In unserer 

Arbeitsgruppe konnte ebenfalls die Existenz verschiedener CSC-Phänotypen beim PDAC 

nachgewiesen werden (Philipp 2023). Die Panc1-Zelllinie wurde als mesenchymal 

charakterisiert. Die mesenchymalen und EMT-assoziierten Marker Vimentin, L1CAM, und 

Zeb1 werden in dieser Zelllinie vermehrt exprimiert, während die Expression des epithelialen 

Markers E-Cadherin gering bis gar nicht vorhanden ist. Durch Einzelzell-Klonierung konnten 

Zellvarianten dieser Zelllinie generiert werden, welche unterschiedliche CSC-Eigenschaften 

aufweisen. Die CSC-Population (sog. Holoklone) zeigt neben einem mesenchymalen 

Phänotyp eine Expression des Stammzellmarkers Nestin. Somit konnte gezeigt werden, dass 
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die EMT beim PDAC mit einem Stammzellphänotyp vergesellschaftet ist. Die Zellvariante ohne 

CSC-Eigenschaften (sog. Paraklone), die ebenfalls durch Einzelzell-Klonierung generiert 

wurde, wurde auch als mesenchymal charakterisiert, zeigte jedoch eine deutlich niedrigere 

Nestin-Expression. 

Die Panc89-Zelllinie wurde dagegen als epithelial charakterisiert und es wurden auch von 

dieser Zelllinie durch Einzelzell-Klonierung Holo- und Paraklonzellvarianten isoliert. Neben der 

Expression des epithelialen Markers E-Cadherin zeigen die parentalen Panc89-Zellen sowie 

die Panc89-Paraklonzellen zusätzlich die Expression des mesenchymalen Markers L1CAM. 

Die CSC-assoziierten Panc89-Holoklonzellen weisen als Stammzell-Marker Sox2 auf, 

während der CSC-Marker OVOL2 vermehrt in den Panc89-Paraklonzellen und in der 

parentalen Panc89-Population nachzuweisen ist. Somit lässt sich anhand der 

Charakterisierung der epithelialen Panc89-Zellvarianten zeigen, dass die Expression von 

CSC-Markern nicht zwingend mit einer EMT einhergehen muss, sondern auch mit einem 

epithelialen bzw. E/M-Phänotyp assoziiert sein kann. Insgesamt deuten diese Ergebnisse also 

auf eine Heterogenität innerhalb der untersuchten PDAC-Zellen hin, welche mit 

unterschiedlichen EMT/CSC-Phänotypen einhergehen (Philipp et al. 2024). 

Insgesamt unterstützen diese Daten somit die Hypothese, dass hinsichtlich der CSC-

Ausprägung ebenfalls keine dichotome Einteilung in Bezug auf epitheliale oder mesenchymale 

Eigenschaften existiert. Es liegt nahe, dass maligne Tumorzellen auch in Hinblick auf ihre 

Stammzellfunktion eine Plastizität besitzen, die ihre Heterogenität und divergente Funktion 

erklärt (Jolly et al. 2015). Diese Plastizität der Tumorzellen zu adressieren und die genauen 

Interaktionen zwischen verschiedenen Tumorzellpopulationen in Abhängigkeit ihres EMT-

/MET-/CSC-Status zu definieren, könnte in Zukunft die Entwicklung neuer zielgerichteter 

Therapien ermöglichen. 

 

1.3 Zielsetzung  

Andere Studien unserer Arbeitsgruppe haben bereits Hinweise auf das komplexe 

Zusammenspiel von EMT- und CSC-Eigenschaften und deren funktionelle Auswirkungen beim 

PDAC aufgezeigt (Knaack et al. 2018; Philipp 2023; Rahn et al. 2018). Im Rahmen dieser 

Studien wurden aus zwei PDAC-Zelllinien (Panc1 und Panc89) durch Einzelzell-Klonierung 

Zellklone mit CSC-Eigenschaften (Holoklonzellen) und Nicht-CSC-Eigenschaften 

(Paraklonzellen) generiert (siehe Abschnitt 1.2.3). 

Basierend auf diesen Befunden wurde in der vorliegenden Dissertation untersucht, inwiefern 

sich die verschiedenen CSC-und Nicht-CSC-Populationen beider PDAC-Zelllinien hinsichtlich 

ihres Migrations- und Adhäsionsverhaltens an Lungenendothelzellen unterscheiden. Dazu 
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wurde das Migrationsverhalten mittels eines Migrationsassays sowie das Adhäsionsverhalten 

an Lungenendothelzellen durch einen Adhäsionsassay untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, den Einfluss von EMT- und CSC-

Eigenschaften auf das Metastasierungspotenzial des PDAC besser zu verstehen. Die 

Ergebnisse könnten neue Erkenntnisse über die biologischen Grundlagen der Metastasierung 

des PDAC liefern und somit als Grundlage für die Entwicklung neuer therapeutischer 

Strategien dienen.
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2 Materialien und Methoden 

 

2.1 Materialien 

 

2.1.1 Geräte 

 

 Zentrifugen 

Zentrifuge Hersteller 

Heraeus Biofuge pico Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE  

Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Heraeus Multifuge 3-S-R Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Heraeus Multifuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Heraeus Pico 17 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Rotina 420 R Hettingen, Tuttlingen, DE 

Sprout® mini Zentrifuge Heathrow Scientific, Vernon Hills, US 

 

 Inkubatoren 

 

 Messgeräte 

 

Inkubator Hersteller 

BBD 6220 CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

GyroTwister 3D Schüttler Labnet, Woodbridge, US 

HERA Cell 240 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

QBA1 Tischinkubator  Grant, Cambridge, UK 

Stuart SRT9 Rollenmischer Bibby Scientific Ltd., Stone, UK 

WNB 7-45 Wasserbad Memmert, Schwabach, DE 

WTC ED-53 Inkubator Binder, Tuttlingen, DE 

Messgerät Hersteller 

Infinite® 200 Pro, Mikroplatten-Reader Tecan, Crailsheim, DE 

LightCycler® 480 II Roche, Basel, CH 

NanoQuant Platte Tecan, Crailsheim, DE 

Neubauer Zählkammer  Marienfeld, Lauda-Koenigshofen, DE 
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 Mikroskope 

Mikroskop Hersteller 

AE2000 Motic, Wetzlar, DE 

CELLAVISTA® Scientific Synentec, Elmshorn, DE 

Evos XL Core Cell Imaging System AMG, Bothel, US 

LionHeart FX BioTek, Bad Friedrichshall, DE 

NYONE® Scientific Synentec, Elmshorn, DE 

 

 Pipetten 

Pipette Hersteller 

Finnpipette F1 0.2-2 µl Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Finnpipette F1 1-10 µl Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Finnpipette F1 2-20 µl  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Finnpipette F1 20-200 µl Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Finnpipette F1 100-1000 µl Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Macro pipette controller Brand, Wertheim, DE 

Pipetboy-acu Integra Biosciences, Fernwald, DE 

 

 Sterilwerkbänke 

Sterilwerkbank Hersteller 

HERA Safe Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

HERA Safe KS Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

 

 Waagen 

Waage Hersteller 

Precisa BJ-2100D Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH 

Precisa XB 120A Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH 

 

 Weitere Geräte 

Gerät Hersteller 

ARPEGE 110 Stickstofftank AirLiquide, Paris, FR 

CS-300V Power supply  Cleaver Scientific, West Sussex, UK 

Gefrierschrank (-20 °C)  Liebherr, Ochsenhausen, DE 

HERAfreeze Basic freezer Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Kühlschrank (4 °C) Liebherr, Ochsenhausen, DE 
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Laboport Vakuumpumpe KNF Neuberger, Freiburg, DE 

MILLI-Q Reagent Water System  Merck Millipore, Billerica, US 

Sunrise remote control  Tecan, Crailsheim, DE 

VORTEX GENIUS 3 Vortex-Mischer IKA-Werke, Staufen, DE 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

0,1-10 µl, 10-200 µl, 100-1000 µl 

Pipettenspitzen 

Sarstedt, Nümbrecht, DE 

1,25 ml, 5,0 ml Ritips Ritter, Schwabmünchen, DE 

1,5 ml, 2 ml Eppendorf Gefäße Eppendorf, Hamburg, DE 

15 ml, 50 ml Zentrifugengefäße Sarstedt, Nümbrecht, DE 

5 ml, 10 ml, 50 ml Serumpipetten Sarstedt, Nümbrecht, DE 

6-/12-/24-/96-Well Platten, Flachboden Sarstedt, Nümbrecht, DE 

24-Well Platten, Flachboden Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 

96-Well Platten, Flachboden Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

CryoPure tube, 1,0 ml, weiß Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Ibidi®-Zellkultureinsatz 2 Well ibidi GmbH, Gräfelfing, DE 

Micro-Touch Nitril-Handschuhe  Ansell, München, DE 

Parafilm M Brand, Wertheim, DE 

Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Zellkulturflaschen T-25, Cell+, 25 cm2 Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Zellkulturfalschen T-75 Cell+, 75 cm2 Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Zellschaber 25 cm Sarstedt, Nümbrecht, DE 

 

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 

AEC substrate Kit AB64252 Abcam B.V., Amsterdam, NL 

Bovines Serumalbumin (BSA), fraction V Biomol, Hamburg, DE 

CellTracker™ Deep Red Farbstoff Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

CellTracker™ Green 5-

Chloromethylfluorescein (CMFDA) Farbstoff 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE 

Ethanol 99%, vollvergällt Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE 

Ethanol, reinst Merck Millipore, Darmstadt, DE 
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Hoechst 33258  Sigma-Aldrich, München, DE 

Konservierer für Wasserbäder Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master (2x) Roche Diagnostics, Mannheim, DE 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master Roche, Basel, CH 

Methanol Th. Geyer GmbH, Renningen, DE 

Paraformaldehyd (PFA) 4,5 % (w/v) BUEFA Chemikalien GmbH Co. KG, Hude, 

DE 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) PAA, Pasching, AT 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, München, DE 

Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA) PAA, Pasching, AT 

 

2.1.4 Zellkultur 

 

 Zelllinien 

Zelle Hersteller 

Panc1 Humane PDAC-Zelllinie, welche aus einem 

Adenokarzinom im Pankreaskopf isoliert 

wurde. Die Zellen wurden von der American 

Type Culture Collection (ATCC) bezogen. 

Panc1 Holoklonzellen PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc1-

Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert 

wurde (Philipp 2019). 

Panc1 Paraklonzellen PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc1-

Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert 

wurde (Philipp 2019). 

(T3M4) Panc89 Humane PDAC-Zelllinie, welche aus einer 

Lymphknotenmetastase eines PDAC isoliert 

wurde. Die Zellen wurden zur Verfügung 

gestellt von K. Keiichi (Kyoto Prefectural 

University of Medicine, JPN). 

Panc89 Holoklonzellen PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc89-

Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert 

wurde (Philipp 2019). 

Panc89 Paraklonzellen PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc89-

Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert 

wurde (Philipp 2019). 
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Human Lung Endothelial Cell (HuLEC)-5a Humane, immortalisierte Endothelzelllinie 

aus der Lunge eines männlichen Patienten. 

Die Zellen wurden von der ATCC bezogen. 

 

 Zellkulturreagenzien 

Zellkulturreagenz Hersteller 

Epidermaler Wachstums-Faktor Life Technologies, San Francisco, US 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

Zellkulturmedium 

Biochrom, Berlin, DE 

Dulbecco’s PBS Biochrom, Berlin, DE 

Fetal calf serum (FCS) Biochrom, Berlin, DE 

Hydrocortison Pan Biotech, Aidenbach, DE 

L-Glutamin PAA, Pasching, AT 

Modified Coon's Dulbecco's Basal (MCDB)-

131 Zellkulturmedium 

Biochrom, Berlin, DE 

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin, DE 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 

1640) Zellkulturmedium 

Biochrom, Berlin, DE 

 

 Zusammensetzung der Zellkulturmedien 

Zellkulturmedium Zusammensetzung 

Panc Medium RPMI 1640 

10% (v/v) FCS 

1% (v/v) Natriumpyruvat 

1% (v/v) L-Glutamin 

Migrationsmedium RPMI 1640 

1% (v/v) Natriumpyruvat 

1% (v/v) L-Glutamin 

HuLEC-5a Medium MCDB 131 

10% (v/v) FCS 

1% (v/v) L-Glutamin 

1 µg/mL Hydrocortison 

10 ng/mL EGF 

 

2.1.5 Antikörper 
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Antigen Spezies (Isotyp) Endkonzentration Hersteller 

E-Cadherin Maus (IgG1) 28 µg/ml Cell Signaling 

technologies, 

Danvers, US 

L1CAM Maus (IgG1) 10 µg/ml Gerd Moldenhauer, 

Cancer Research 

Center Heidelberg, 

DE 

Sox2 Hase (IgG) 25 µg/ml Cell signaling 

technologies, 

Danvers, US 

 

Sekundärreagenz Spezies (Isotyp) Endkonzentration Hersteller 

(Alexa Fluor 488) Anti-

Maus IgG 

Ziege 4 µg/ml Life technologies, 

San Fransisco, US 

(Alexa Fluor 647) Anti-

Hase IgG 

Ziege 2 µg/ml Thermo Fisher 

Scientific, 

Schwerte, DE 

DAKO REALTM 

EnVisionTM HRP 

Rabbit/Mouse (K5007) 

Biotinyliertes Ziegen-

Anti-Maus-/Anti-

Kaninchen-

Immunglobulin 

Keine Angabe DAKO Agilent, 

SantaClara, US 

 

2.1.6 Software 

 

Software Hersteller 

Gen5 Agilent Technologies, Santa Clara, US 

GraphPad Prism GraphPad Software, San Diego, US 

i-control™ Microplate Reader Software  Tecan, Crailsheim, DE 

LightCycler480 Software Roche, Basel, CH 

Mendeley Desktop 1.17.10 Mendeley Ltd. London, UK 

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, US 

YT-Software Synentec, Elmshorn, DE 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellkultur 

 

 Kultivierung von PDAC-Zellen und humanen Lungenendothelzellen 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt, welche eine 

Werkbank mit geeigneten Schutzvorkehrungen, sterile Reagenzien und Geräte umfasste. Alle 

kultivierten Zellen wurden regelmäßig auf das Vorhandensein von Mykoplasmen getestet, die 

während der gesamten Versuchszeit nicht nachgewiesen werden konnten. 

Für die Kultivierung der Zellen wurde zunächst die Zellkonfluenz geprüft. Wenn in der 

Zellkulturflasche eine Konfluenz von etwa 80 % zu beobachten war, wurde das 

Zellkulturmedium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Anschließend wurde der Zellrasen mit 

10 ml PBS gewaschen. Danach wurden 5 ml Trypsin-EDTA zugegeben und die Zellen für 10-

15 Minuten im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. 

Die Aktivität des Trypsins wurde dann durch Zugabe von 5 ml Medium der jeweiligen 

Zellvariante gestoppt. Die abgelösten Zellen wurden in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen 

überführt und für 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nach dem Abtrennen des Überstands 

wurde das Zellpellet in 10 ml neues Panc-Medium bzw. HuLEC-5a Medium resuspendiert. 

Anschließend wurden 10 µl der Zellsuspension entnommen und in einer Neubauer-

Zählkammer gezählt. Die Anzahl der pro Kammer gezählten Zellen wurde jeweils durch die 

Anzahl der gezählten Kammerquadrate dividiert und mit 104  multipliziert. Die so errechnete 

Menge entsprach der Zellzahl pro ml. 

Die Zellen wurde dann nach entsprechender Verdünnung für weitere Experimente ausgesät 

oder in 10 ml neuem Medium in T75-Zellkulturflaschen kultiviert. 

 

 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Für das Einfrieren und die langfristige Lagerung wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen 

unter Verwendung von Trypsin-EDTA abgelöst (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Anschließend 

wurden die Zellen für 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das 

Zellpellet wurde dann in 1 ml FCS mit 10 % DMSO suspendiert und in ein Kryo-Gefäß 

übertragen. Dieses Kryo-Gefäß wurde dann in einem Kryo-Karussell platziert und für 

mindestens 24 Stunden bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. Für eine Langzeitlagerung 

wurden die Kryo-Gefäße in einen Flüssig-Stickstofftank bei -196 °C überführt. 

Für das Auftauen der Zellen wurden zunächst 5 ml Zellkulturmedium, das zuvor auf etwa 37 

°C erwärmt wurde, in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen gegeben. Die eingefrorenen Zellen 

wurden rasch mit dem vorgewärmten Medium resuspendiert, anschließend bei 300 x g 
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zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 3 ml des entsprechenden 

Zellkulturmediums aufgenommen und auf drei Zellkulturflaschen verteilt. Dabei wurde jeweils 

1 ml des Zellkulturmediums mit den aufgetauten Zellen in 9 ml neues Medium überführt. 

 

 Generierung von konditionierten Medien 

Um konditionierte Medien (KM) der PDAC-Zellvarianten zu erzeugen, wurden zunächst 2,5 x 

105 PDAC-Zellen pro Well in einer 12-Well-Platte ausgesät. Die Tumorzellen wurden zuvor 

aus den Zellkulturflaschen abgelöst, zentrifugiert und in einer Neubauer-Zählkammer gezählt 

(siehe Abschnitt 2.2.1.1). Die berechnete Zellzahl wurde dann in das Well einer 12-Well-Platte 

gegeben. 

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % 

relativer Luftfeuchtigkeit wurde das Panc-Medium aus den Wells entfernt und durch 1 ml 

frisches Panc-Medium ersetzt. 

Nach weiteren 48 Stunden wurde der Überstand aus den Wells unter sterilen Bedingungen in 

ein 2 ml Eppendorfgefäß übertragen und bei 300 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde 

der Überstand aus dem 2 ml Eppendorfgefäß in ein weiteres 2 ml Eppendorfgefäß überführt. 

Dieser Überstand entsprach den KM und wurde entweder direkt für die Versuche verwendet 

oder bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. 

 

 Zellmarkierungen mit dem CellTracker™ Green CMFDA und DeepRed 

Um Zellpopulationen während des Migrationsassays unterscheiden zu können und die 

Adhäsion von Tumorzellen an Lungenendothelzellen zu demonstrieren, erfolgte eine 

Zellmarkierung mittels Fluoreszenzfarbstoffen der untersuchten Zellvarianten vor dem Start 

der Experimente. Dafür wurden die Zellen zunächst wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben aus 

den Zellkulturflaschen abgelöst. Vor dem Zählen in der Neubauer-Zählkammer wurden sie in 

FCS-freiem Panc-Medium aufgenommen. Die erforderliche Zellzahl für die Färbung mit dem 

CellTracker™ Green CMFDA sowie dem CellTracker™ DeepRed wurde berechnet. Pro 5 x 

105 Zellen in 1 ml FCS-freiem Panc-Medium wurden 0,5 µl des jeweiligen CellTracker™ 

verwendet. Die gefärbten Zellen wurden anschließend für 30 Minuten bei 37 °C, 5 % CO2 und 

85 % relativer Luftfeuchtigkeit in einer T25-Zellkulturflasche auf einem Laborschüttler bei einer 

Geschwindigkeit von 1,75 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) inkubiert. Nach 

der Färbung wurden die Zellen durch Resuspendieren in FCS-freiem Panc-Medium aus den 

T25-Zellkulturflaschen abgelöst. 

Anschließend wurden die gefärbten Zellen in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, bei 300 

x g für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde dann in FCS-
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haltigem Panc-Medium aufgenommen und für die Aussaat des jeweiligen Versuches in einer 

Neubauer-Zählkammer gezählt. 

 

2.2.2 Migrationsassay 

Der Migrationsassay erfolgte mittels eines Woundhealing Assays. Hierfür wird in einem 

Zellrasen eine Wunde generiert, die dann durch die Migration der Zellen geschlossen wird. In 

dieser Arbeit wurden für die standardisierte Generierung der Wunde Ibidi®-Zellkultureinsätze 

verwendet. 

Ibidi®-Zellkultureinsätze sind spezielle Kultureinsätze aus Silikon, die für Migrations- und Co-

Kulturversuche verwendet werden. Jeder Einsatz hat zwei Kammern, die durch eine 

Trennwand voneinander getrennt sind, so dass zwei gleiche oder auch verschiedene Zelltypen 

in unmittelbarer Nähe, aber ohne physischen Kontakt kultiviert werden können. Der Spalt 

zwischen den beiden Zellrasen beträgt standardisiert 500 µm +/- 100 µm. 

Die Ibidi®-Zellkultureinsätze wurde für etwa 30 Minuten in einem Trockenschrank bei 37 °C 

erwärmt und anschließend mittig in ein Well einer 24-Well-Platte mit einer Pinzette platziert. 

Die PDAC-Zellen wurden aus der Zellkulturflasche mit Trypsin-EDTA abgelöst und in einer 

Neubauer-Zählkammer gezählt (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Pro Kavität der Ibidi®-

Zellkultureinsätze wurden 5 x 104 Zellen in 75 bis 100 µl Panc-Medium ausgesät und für 24 

Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Wells jeweils mit 1 ml PBS befüllt, die Platte wurde 

gleichmäßig geschwenkt und die Einsätze wurden aus den Wells entfernt. Das PBS wurde 

dann mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Wells wurden mit 1 ml des 

Migrationsmediums befüllt. 

Die Migration der PDAC-Zellen wurde je nach Versuchsaufbau über einen Zeitraum von 

entweder 24 Stunden oder 32 Stunden gemessen. Dabei wurden alle acht Stunden 

Momentaufnahmen des Zwischenraums zwischen den Kavitäten der Ibidi®-Zellkultureinsätze 

mit einem automatisierten Mikroskop (NYONE® bzw. CELLAVISTA®) erstellt. In der Zeit 

zwischen den einzelnen Messungen wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 

und 85 % relative Luftfeuchtigkeit inkubiert. 

Die erste Messung erfolgte direkt nach dem Entfernen des Einsatzes. Die Woundhealing-

Operatoren fanden automatisiert den Spalt und analysierten in dieser und den folgenden 

Messungen den Anteil der Spaltfläche, der von Zellen bedeckt war (Confluence on gap). Es 

war notwendig, den Rand des Spalts bei der ersten Messung mit einzubeziehen, um einen 

Ausgangswert zu generieren. Zum Zeitpunkt 0 Stunden betrug die Konfluenz im Spalt in allen 

Versuchen zwischen 5 und 20 % (Abbildung 4). Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde 

dieser Rand nicht von der Gesamtkonfluenz abgezogen. 



Materialien und Methoden 26 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Migrationsassays nach Aussaat der PDAC-

Zellen in die Kavitäten der Ibidi®-Zellkultureinsätze. Die PDAC-Zellen wurden in beide 

Kavitäten eines Ibidi®-Zellkultureinsatzes ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Einsätze 

entfernt und es erfolgte die Messung der Konfluenz im Spalt (gelbe Markierung). Zu jedem 

Messzeitpunkt (0 h, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h) wurde der gleiche Bereich erneut gemessen, sodass 

anhand der Veränderungen der Prozentsatz der migrierten Zellen bestimmt werden konnte. 

Hergestellt mit Biorender®. 

 

 Migrationsassay mit konditionierten PDAC-Zellvarianten 

Um eine mögliche Beeinflussung der unterschiedlichen PDAC-Zellvarianten durch lösliche 

Faktoren zu untersuchen, erfolgte die Durchführung eines Migrationsassays nach Inkubation 

der Tumorzellen in KM. Dafür wurde zunächst das KM der jeweiligen Zellvariante generiert 

(siehe Abschnitt 2.2.1.3). 

Die Vorbereitung der 24-Well-Platte und die Aussaat der PDAC-Zellen in die Ibidi®-

Zellkultureinsätze wurden gemäß Abschnitt 2.2.2 durchgeführt. Nach einer Inkubationszeit von 

24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit wurde das 

Medium in den Kavitäten der Ibidi®-Zellkultureinsätze mit einer Pipette entfernt und durch KM 

ersetzt. 

Anschließend wurde die 24-Well-Platte für weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % 

CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Wells wurden dann erneut mit PBS 

gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurde 1 ml des Migrationsmediums hinzugefügt 

und die Zellkonfluenz im Spalt über einen Zeitraum von 32 Stunden am 

NYONE®/CELLAVISTA® gemessen (siehe Abschnitt 2.2.2). 

 

 Migrationsassay mit Fluoreszenz-markierten PDAC-Zellvarianten 

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens von Panc89-Zellen unter dem Einfluss parakriner 

Mechanismen der verschiedenen Klone wurden die Kavitäten der Ibidi®-Zellkultureinsätze mit 

den unterschiedlichen Zellpopulationen befüllt. Der gesamte Versuchsaufbau, einschließlich 
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der Zellmarkierung und der Zellzählung, wurde gemäß Abschnitt 2.2.1.4 und 2.2.2 

durchgeführt. 

Bei der Aussaat der Fluoreszenz-markierten Zellen wurden die eine Kavität mit Panc89-

Paraklonzellen (CellTracker™ DeepRed) und die andere Kavität mit Panc89-Holoklonzellen 

(CellTracker™ Green CMFDA) befüllt. Dadurch wurde ermöglicht, dass das 

Migrationsverhalten beider Zellpopulationen eindeutig verfolgt werden konnte. Die 

Zellmigration wurde mittels des NYONE®-Mikroskops über einen Zeitraum von 24 Stunden 

analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2). 

 

Um den Einfluss der direkten Interaktion von den verschiedenen Panc89-Klonen aufeinander 

zu untersuchen und die intratumorale Heterogenität zu imitieren, wurden die Holo- und 

Paraklon-Zellpopulationen der Panc89-Zelllinie in definierten Verhältnissen (100 %, 75 %/25 

%, 50 %/50 %, 25 %/75 %) miteinander kombiniert und ausgesät. Die Zellmarkierung wurde 

gemäß Abschnitt 2.2.1.4 durchgeführt. Anschließend wurden die PDAC-Zellen nicht direkt 

ausgesät, sondern auf folgende Weise gezählt: 

Nach Berechnung der erforderlichen Zellzahl für die einzelnen Verhältnisse (100 %, 75 %/25 

%, 50 %/50 %, 25 %/75 % von 5 x 104 Zellen) wurden alle gefärbten Zellen in 2 ml 

Eppendorfgefäße überführt und mit FCS-haltigem Panc-Medium resuspendiert. Aus den 

beiden gefärbten Zellsuspensionen wurden dann der errechnete prozentuale Anteil in weitere 

2 ml Eppendorfgefäße überführt und mit dem korrespondierenden Anteil der anderen Zelllinie 

aufgefüllt, sodass die Gesamtzahl der in den Einsätzen kultivierten Zellen weiterhin 5 x 104 

betrug. Schließlich wurden aus dieser Menge 75 bis 100 µl pro Kavität ausgesät. 

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer 

Luftfeuchtigkeit erfolgte die Messung des Migrationsverhaltens über 24 Stunden (siehe 

Abschnitt 2.2.2). Hierfür wurde mit dem Operator „Woundhealing 2F“ automatisiert der Spalt 

am NYONE®-Mikroskop gemessen und in den einzelnen Messungen der Anteil der 

Spaltfläche, der von grün- bzw. rot-fluoreszierenden Zellen bedeckt war, als „Confluence on 

gap“ angegeben. 

 

2.2.3 Adhäsionsassay 

Für die Untersuchung des Adhäsionsverhaltens von PDAC-Zellen an Lungenendothelzellen 

wurde ein Adhäsionsassay in einer 96-Well-Platte durchgeführt. 

Am ersten Tag wurden 1 x 105 HuLEC-5a Zellen in 200 µl HuLEC-5a Medium pro Well in eine 

96-Well-Platte ausgesät. Die Endothelzellen wurden gemäß Abschnitt 2.2.1.1 aus den 

Zellkulturflaschen abgelöst, im HuLEC-5a Medium aufgenommen und in einer Neubauer-
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Zählkammer gezählt. Anschließend wurden die Zellen ausgesät und für 24 Stunden bei 37 °C, 

5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. 

Am Folgetag wurde der Adhäsionsassay durch Zugabe der fluoreszenz-markierten PDAC-

Zellen durchgeführt. Dazu wurden die Tumorzellen aus den Zellkulturflaschen mit Trypsin-

EDTA abgelöst (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Anschließend wurden sie zur Färbung mit dem 

CellTracker™ Green CMFDA in FCS-freies Panc-Medium aufgenommen. Die Färbung der 

Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben. 

Nach der Färbung wurden die Zellen in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, bei 300 x g 

zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Die Zellen wurden dann in FCS-haltigem Panc-

Medium resuspendiert und 10 µl der Lösung wurden für die Zellzahlbestimmung in einer 

Neubauer-Zählkammer verwendet. Insgesamt wurden 1 x 104 Fluoreszenz-markierte 

Tumorzellen in 200 µl pro Well zu den bereits ausgesäten HuLEC-5a Zellen überführt. 

Direkt im Anschluss an die Aussaat wurde die Platte für 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und 

mit dem automatisierten Mikroskop NYONE® oder CELLAVISTA® analysiert. Der 

"Confluence 1F" Operator der zugehörigen YT-SOFTWARE quantifizierte die Anzahl 

fluoreszierender Zellen. Nach einer und vier Stunden wurde dieser Vorgang jeweils getrennt 

für die zu untersuchenden Wells wiederholt. Vor Beginn der zweiten und dritten Messung 

wurde das Medium nur aus den zu untersuchenden Wells der 96-Well-Platte mit einer 

Vakuumpumpe vorsichtig abgesaugt und durch frisches Panc-Medium ersetzt. Die Wells, 

welche nicht ausgemessen wurden, blieben unbehandelt (Abbildung 5). 

Die Anzahl der gefärbten Tumorzellen nach einer Stunde und nach vier Stunden wurde durch 

die Anzahl der gefärbten Tumorzellen am Anfang des Versuches dividiert, um den 

prozentualen Anteil der noch im Well befindlichen PDAC-Zellen zu berechnen. Dieser Anteil 

entsprach den Zellen, die erfolgreich am Lungenendothel hafteten und durch den 

Waschprozess nicht entfernt wurden. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Adhäsionsassays an 

Lungenendothelzellen. An Tag 1 erfolgte die Aussaat von 1 x 105 Endothelzellen pro Well 

einer 96-Well-Platte. An Tag 2 wurde der Adhäsionsassay durchgeführt. Dafür wurden 1 x 104 

Fluoreszenz-markierte Tumorzellen pro Well zu den Endothelzellen gegeben und die Anzahl 

der am Lungenendothel adhärierten Tumorzellen zu drei Zeitpunkten (0 h, 1 h, 4 h) bestimmt. 

Hergestellt mit Biorender®. 

 

 Adhäsionsassay mit konditionierten Lungenendothelzellen 

Um zu untersuchen, ob von den verschiedenen Tumorzellvarianten sezernierte Faktoren 

einen Einfluss auf die Lungenendothelzellen haben, worüber die Adhäsion der PDAC-Zellen 

beeinflusst wird, wurden die HuLEC-5a Zellen mit KM der verschiedenen PDAC-Zellvarianten 

vorinkubiert. Als Kontrolle diente die Konditionierung mit HuLEC-5a-Zellkulturmedium. 

Dafür wurden die HuLEC-5a-Zellen wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben in einer 96-Well-Platte 

ausgesät.  

Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2 und 85 % relative 

Luftfeuchtigkeit) wurde das HuLEC-5a-Zellkulturmedium aus den Wells mit einer 

Vakuumpumpe abgesaugt und durch 200 µl KM von Panc1-Zellvarianten (Parental-, Holoklon-

, Paraklonpopulation) bzw. Panc89-Zellvarianten (Parental-, Holoklon-, Paraklonpopulation) 

oder HuLEC-5a-Zellkulturmedium ersetzt (siehe Abschnitt 2.2.1.3). Die Zellen wurden dann 

für weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. 

Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und der Adhäsionsassay durch Zugabe der 

Tumorzellen analog zu Abschnitt 2.2.3 durchgeführt. 

 

2.2.4 Färbungen 
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 Immunzytochemische Färbungen 

Um die EMT- bzw. CSC-Eigenschaften der migrierten PDAC-Zellen genauer zu untersuchen, 

wurde ein Migrationsassay mit anschließender immunzytochemischer Darstellung der 

Tumorzellen durchgeführt. 

Zunächst wurden Ibidi®-Zellkultureinsätze in eine 24-Well-Platte eingesetzt und ein 

Migrationsassay für acht Stunden durchgeführt (siehe Abschnitt 2.2.2). 

Nach acht Stunden Migrationszeit wurde das FCS-freie Panc-Medium unter nicht-sterilen 

Bedingungen abgesaugt und die Wells einmal mit PBS gewaschen. Alle nachfolgenden 

Schritte wurden ebenfalls unter nicht-sterilen Bedingungen durchgeführt. 

Die Fixierung der Zellen erfolgte mit einer 4 %-igen PFA-Lösung bei Raumtemperatur für 15 

Minuten unter einem Abzug. Anschließend wurden die Zellen drei Mal für 5 Minuten mit PBS 

gewaschen, während die Platte auf einem Laborschüttler stand. 

Nach der Fixierung wurden die Zellen für 10 Minuten bei -20 °C entweder mit Methanol (für 

die Sox2-Färbung) oder mit Methanol und 10 µl Wasserstoffperoxid (für die E-Cadherin- und 

L1CAM-Färbung) weiter fixiert. Danach wurden die Fixierlösungen entfernt und die Wells 

erneut drei Mal mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen für 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einer Blockierlösung, 

entweder 4 % BSA in einer 0,3 %-igen Triton/PBS-Lösung (Sox2) oder 4 % BSA/PBS (E-

Cadherin, L1CAM) behandelt. Danach wurde die Blockierlösung entfernt. 

Die nachfolgenden Schritte variierten je nach Färbung: 

1. E-Cadherin-Färbung: Der anti-E-Cadherin-Primärantikörper (finale Konzentration: 28 

µg/ml) wurde in 200 µl 1 % BSA/PBS auf die fixierten Zellen aufgetragen und über 

Nacht bei 4 °C inkubiert. 

2. L1CAM-Färbung: Der anti-L1CAM-Primärantikörper (finale Konzentration: 10 µg/ml) 

wurde in 200 µl 1 % BSA/PBS auf die PDAC-Zellen gegeben und für 45 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

3. Sox2-Färbung: Der anti-Sox2-Antikörper (finale Konzentration: 25 µg/ml) wurde in 200 

µl 1 % BSA + 0,3 % Triton/PBS auf die Zellen gegeben und über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. 

Nach der Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper wurde die Antikörperlösung entfernt 

und die Zellen drei Mal für 5 Minuten mit PBS auf einem Laborschüttler gewaschen. Danach 

wurde das Zweitreagenz DAKO REALTM EnVisionTM HRP Rabbit/Mouse (K5007) in die Wells 

pipettiert und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der 

Zweitantikörper entfernt und die Wells wurden erneut drei Mal für 5 Minuten mit 0,3 % 

Triton/PBS (Sox2) bzw. PBS (E-Cadherin, L1CAM) auf einem Laborschüttler gewaschen. 

Für die Entwicklung der Färbung wurde das AEC Substrat Kit AB64252 verwendet. Nach 

Zugabe eines Tropfens auf die Zellen erfolgte eine 9-minütige Inkubation bei Raumtemperatur 
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in der Platte unter gleichmäßiger Bewegung. Danach wurden die Wells wiederum drei Mal für 

5 Minuten mit PBS auf einem Laborschüttler gewaschen. 

Abschließend wurde eine Kernfärbung mit Mayer's Hämalaun bei Raumtemperatur für 2 bis 5 

Minuten durchgeführt. Danach wurden die Zellen für 10 Minuten unter fließendem 

Leitungswasser gebläut und eingedeckt. 

Die Färbungen wurden anschließend mit dem Mikroskop LionHeart FX analysiert, um die 

Expression der EMT- bzw. CSC-Marker der migrierten PDAC-Zellen zu beurteilen. 

 

 Immunfluoreszenzfärbungen 

Um die migrierten Panc89-Zellvarianten bezüglich der Co-Expression von E-Cadherin und 

Sox2 charakterisieren zu können, wurde ein Migrationsassay mit anschließender 

Immunfluoreszenz-Färbung nach acht Stunden Zellmigrationszeit durchgeführt. 

Zuerst wurden Deckgläser in eine 24-Well-Platte eingesetzt. Die Ibidi®-Zellkultureinsätze 

wurden danach mittig auf den Deckgläsern platziert. Dann erfolgte die Aussaat und Messung 

des Migrationsassays für acht Stunden wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben. 

Nach der Migration wurde das FCS-freie Panc-Medium unter nicht-sterilen Bedingungen 

abgesaugt und die Wells einmal mit PBS gewaschen. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten 

ebenfalls unter nicht-sterilen Bedingungen. 

Die Zellen wurden mit einer 4 %-igen PFA-Lösung für 15 Minuten unter einem Abzug fixiert. 

Dabei wurde 1 ml PFA-Lösung auf die Deckgläser gegeben. Währenddessen wurde eine 

Feuchtkammer vorbereitet, indem der Boden der Kammer, der mit einem Mikrofasertuch 

ausgekleidet war, mit destilliertem Wasser befeuchtet wurde. Nach der Fixierung wurden die 

Zellen dreimal für 5 Minuten auf einem Laborschüttler mit 1 ml PBS pro Well gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen für 60 Minuten bei Raumtemperatur mit 4 % BSA blockiert. 

Für die Kombinationsfärbungen von E-Cadherin und Sox2 wurden die Antikörperfärbungen 

nacheinander durchgeführt, wobei zuerst die E-Cadherin-Färbung erfolgte, bevor die Sox2-

Färbung begonnen wurde. 

Der anti-E-Cadherin-Antikörper (finale Konzentration: 28 µg/ml) wurde in 1 % BSA/PBS auf 

die Deckgläser pipettiert. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer im 

Kühlschrank. 

Am nächsten Tag wurden die Deckgläser dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde der 

Alexa Fluor-488 Ziege anti-Maus-Antikörper (finale Konzentration: 4 µg/ml) in 1 % BSA/PBS 

hinzugefügt und die Zellen wurden für 1 Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer 

inkubiert. 

Nach Beendigung der Antikörperinkubation für die erste Färbung, erfolgte die Sox2-Färbung. 

Der anti-Sox2-Antikörper (finale Konzentration: 25 µg/ml) wurde in 1 % BSA in 0,3 % 
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Triton/PBS bei Raumtemperatur auf die Zellen pipettiert. Nach 1 Stunde erfolgte ein dreifacher 

Waschschritt mit je 1 ml 0,3% Triton/PBS pro Well. 

Anschließend wurden die Zellen mit dem Sekundärantikörper Alexa Fluor-647 Ziege-anti-

Hase-Antikörper (finale Konzentration: 2 µg/ml) in 1 % BSA in 0,3 % Triton/PBS inkubiert und 

erneut in der Feuchtkammer für 1 Stunde bei Raumtemperatur gelagert. 

Um die Zellkerne zu färben, wurde den Lösungen mit den Sekundärantikörpern Hoechst 33258 

in einer Verdünnung von 1:500 hinzugefügt. 

Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS und anschließend mit destilliertem 

Wasser für 5 Minuten gewaschen. Zuletzt wurde Fluoro-Gel auf die Objektträger aufgetragen 

und die Deckgläser darauf platziert. Die Coverslips wurden mit handelsüblichem Nagellack 

versiegelt. Die Charakterisierung der migrierten Zellen erfolgte mit dem Lionheart FX 

Mikroskop. 

 

2.2.5 Statistik 

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism 8 durchgeführt. 

Der Shapiro-Wilk-Test wurde verwendet, um die Normalverteilung der Daten zu überprüfen. 

Der Equal-Variance-Test wurde verwendet, um die Gleichheit der Varianzen zwischen den 

Gruppen zu testen. 

Wenn die Daten normalverteilt waren und gleiche Varianzen aufwiesen, wurde zum Vergleich 

von zwei Stichproben der unabhängige Zweistichproben-t-Test verwendet., andernfalls wurde 

der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewendet. 

Für parametrische Datensätze mit mehr als zwei Stichproben wurde eine one-way-analysis of 

variance (one-way ANOVA) durchgeführt, während für nicht-parametrische Datensätze die 

Kruskal-Wallis one-way ANOVA on Ranks verwendet wurde. 

In der graphischen Darstellung wurde der Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittels 

(standard error of the mean, SEM) dargestellt, da alle biologische Replikate zusätzlich als 

technische Replikate durchgeführt wurden. 

Die statistische Signifikanz wurde mit einem festgelegten Signifikanzniveau von p < 0,05 

bewertet. Bei signifikanten Ergebnissen wurden Sternchen (*) verwendet, um den Grad der 

Signifikanz anzugeben (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 und **** p < 0,0001).
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Migrationsverhalten 

 

Die Migration von Tumorzellen spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Metastasierung in 

fremde Organe. Die Interaktion verschiedener Subpopulationen innerhalb des Primarius kann 

dabei sowohl die Aussaat der Tumoren in das unmittelbare TME, aber auch in fremde Organe 

begünstigen (Hanahan und Coussens 2012). Um zu untersuchen, ob die Zellvarianten der 

Panc1- und Panc89-Zelllinien hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens Unterschiede aufweisen, 

erfolgte die Durchführung von Migrationsassays über 32 Stunden bzw. 24 Stunden. Dabei 

wurde die Migrationsfähigkeit der Zellvarianten nicht nur nativ, sondern auch unter Stimulation 

durch KM bzw. in Form von Co-Kulturen überprüft. 

 

3.1.1 Panc1-Zellvarianten migrieren signifikant langsamer als Panc89-

Zellvarianten 

Das Migrationsverhalten der Panc1- und Panc89-Zellvarianten wurde über einen Zeitraum von 

insgesamt 32 Stunden untersucht. Im Verlauf der Zeit zeigte sich eine Zunahme der 

Zellkonfluenz im Spalt bei allen Zellvarianten, wobei deutliche Unterschiede zwischen den 

beiden parentalen Zellen und zum Teil auch zwischen den Subpopulationen zu beobachten 

waren (Abbildung 6A). 

Die Konfluenz der parentalen Panc1-Zellen stieg über die Zeit an und nach 32 Stunden wurde 

eine Konfluenz von 29,22 % gemessen. Die Gesamtzunahme der Konfluenz im Spalt betrug 

insgesamt 13,61 % (Abbildung 6B). 

Die Panc1-Holoklonzellen zeigten die geringste Konfluenzänderung unter allen Panc1-

Zellvarianten. Innerhalb von 32 Stunden stieg die Konfluenz im Spalt um insgesamt 3,37 % 

an, sodass die Konfluenz in der letzten Messung bei 19,29 % lag (Abbildung 6B). 

Das Migrationsverhalten der Panc1-Paraklonvariante ähnelte denen der anderen Panc1-

Zellvarianten. Nach 32 Stunden bedeckte die Panc1-Paraklonvariante 21,98 % des Spalts. 

Die Differenz zwischen der ersten und der letzten Messung betrug 7,18 % (Abbildung 6B). 

Insgesamt zeigte sich bei allen drei Panc1-Zellvarianten eine geringe Migrationsaktivität, 

wobei die parentalen Panc1-Zellen noch die stärkste Migrationsfähigkeit zeigten. 

Die parentalen Panc89-Zellen zeigten hingegen eine deutliche Zunahme der Konfluenz im 

Spalt, welche nach 32 Stunden 78,76 % betrug. Die stärkste Zunahme mit einem Anstieg um 

22,79 % wurde zwischen den Zeitpunkten 8 und 16 Stunden beobachtet. Die maximale 

Zunahme betrug 63,61 % (Abbildung 6C). 
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Bei den Panc89-Holoklonvarianten betrug die Konfluenz im Spalt nach 8 Stunden bereits 

75,16 % und nach weiteren 8 Stunden war der Spalt nahezu vollständig verschlossen (97,91 

%). Der gesamte Anstieg am Ende des Versuchs betrug damit 84,32 %. Diese Zellvariante 

war die einzige Zellpopulation, die in dem gewählten Beobachtungszeitraum in der Lage war, 

den Spalt vollständig zu schließen (Abbildung 6C). 

Die Panc89-Paraklonzellen zeigten die geringste Migrationsaktivität innerhalb der Panc89-

Zellvarianten. Bei ihnen stieg die Konfluenz im Spalt auf 53,65 % am Ende des 

Beobachtungszeitraums an. Die Konfluenzzunahme betrug insgesamt 38,25 % (Abbildung 

6C). 

 

A)A) 
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Abbildung 6: In allen untersuchten Zellvarianten lässt sich eine Zunahme der 

Zellkonfluenz im Spalt beobachten. Parentale Panc1- und Panc89-Zellen sowie ihre 

jeweiligen Subpopulationen (Holoklon- und Paraklonzellen) wurden mit Hilfe eines 

Wundheilungsassay hinsichtlich ihrer Migrationsfähigkeit untersucht. Nach Aussaat von 5 x 

104 Zellen der Panc1 und Panc89-Zellvarianten in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze 

wurde die Zellkonfluenz im Spalt zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen. 

Die Konfluenz im Spalt wird als prozentualer Anteil in Form von Mittelwerten mit SEM von n = 

3 unabhängigen Versuchen angegeben und ist jeweils für A) alle Zellvarianten, B) die Panc1-

Zellvarianten und C) die Panc89-Zellvarianten dargestellt. 

 

Im direkten Vergleich der Panc1- und Panc89-Zellvarianten zeigten die Panc89-Zellvarianten 

eine signifikant stärkere Migrationsfähigkeit gegenüber den Panc1-Zellvarianten sowohl zu 

allen Zeitpunkten als auch bei allen Varianten (Abbildung 7A bis C). Der Unterschied war 

besonders deutlich im direkten Vergleich der CSC-assoziierten Holoklonzellen erkennbar. 

Die Abbildung 7D zeigt beispielhaft die Migrationsfront der Panc1-Zellvarianten zu den 

Zeitpunkten 0 Stunden, 8 Stunden und 24 Stunden. Hier ist zu erkennen, dass die wenigen 

Zellen, die in den Spalt migrierten, einen länglichen, spindelförmigen Phänotyp in 

Übereinstimmung mit dem mesenchymalen Charakter der Panc1-Zellen aufwiesen und als 

einzelne Zellen migrierten (weißer Pfeil). 

Die Abbildung 7E veranschaulicht die Migration der Panc89-Zellvarianten. Vor allem bei den 

epithelialen Panc89-Holoklonzellen wird deutlich, dass die Migration in den Spalt durch 

kollektive Tumorzellverbände ermöglicht wird. Jedoch lassen sich migrierende Zellverbände 

auch bei der parentalen Population und den Panc89-Paraklonzellen erkennen (weiße Pfeile). 

B)

C)C) 

B) 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es deutliche Unterschiede im Migrationsverhalten 

zwischen den epithelialen Panc89-Zellvarianten und den mesenchymalen Panc1-

Zellvarianten gab. Auffällig ist, dass die CSC-assoziierten Panc89-Holoklonzellen von den 

sechs untersuchten Zellvarianten die stärkste Migration zeigten, während die CSC-

assoziierten Panc1-Holoklonzellen die niedrigste Migrationstendenz hatten. Im Allgemeinen 

war die Migrationsrate bei allen Panc89-Zellvarianten stärker ausgeprägt als bei den Panc1-

Zellvarianten. Darüber hinaus zeigten in Übereinstimmung mit ihrem mesenchymalen 

Phänotyp die Panc1-Zellvarianten eine Migration in Form von Einzelzellen, während die 

Panc89-Zellvarianten in Form von Zellkollektiven migrierten. 

Aufgrund des signifikant besseren Migrationsverhaltens der epithelialen Panc89-Zellvarianten 

wurden nur diese Zellen in den nachfolgenden Versuchen weiter untersucht. 
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E)B) 

A) 
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Abbildung 7: Panc1-Zellvarianten migrieren signifikant langsamer als Panc89-

Zellvarianten. Parentale Panc1- und Panc89-Zellen sowie ihre jeweiligen Subpopulationen 

(Holoklon- und Paraklonzellen) wurden mit Hilfe eines Wundheilungsassays hinsichtlich ihrer 

Migrationsfähigkeit untersucht. Nach Aussaat von 5 x 104 Zellen der Panc1 und Panc89-

Zellvarianten in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze wurde die Zellkonfluenz im Spalt 

zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen. Die Konfluenz im Spalt wird als 

prozentualer Anteil in Form von Mittelwerten mit SEM von n = 3 unabhängigen Versuchen 

angegeben und ist vergleichend für A) die parentalen Zellen, B) die CSC-assoziierten 

Holoklonvarianten und C) die Nicht-CSC-assoziierten Paraklonvarianten dargestellt. Darüber 

hinaus sind repräsentative Aufnahmen des Spalts zu den Messzeitpunkten t = 0, 8 und 24 

Stunden für D) die Panc1-Zellvarianten sowie E) die Panc89-Zellvarianten dargestellt. Die 

weißen Pfeilspitzen zeigen exemplarisch in den Spalt migrierte Tumorzellen als einzelne, 

spindelförmige Zellen bei den mesenchymalen Panc1-Zellvarianten bzw. als 

Kollektivverbünde mehrerer Zellen bei den epithelialen Panc89-Zellvarianten. Die Daten 

wurden statistisch mithilfe eines unabhängigen Zwei-Stichproben-t-Tests analysiert. 

Signifikanzniveau p * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001; Maßstab = 100 µm. 

 

3.1.2 Immunzytochemische Darstellung der Expression von EMT- und CSC-

Markern in migrierenden Panc89-Zellen 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Panc89-Zellvarianten eine stärkere Migration in 

den Spalt als die Panc1-Zellvarianten aufweisen, wurde eine genauere Charakterisierung der 

in den Spalt wandernden Zellen vorgenommen. Dazu wurden nach einer 8-stündigen 

Migration immunzytochemische Untersuchungen auf den epithelialen Marker E-Cadherin, den 

mesenchymalen Marker L1CAM sowie den CSC-Marker Sox2 durchgeführt (Abbildung 8). 
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Die Panc89-Holoklonzellen waren am stärksten positiv für das Membranprotein E-Cadherin 

im Vergleich zu den parentalen Panc89-Zellen sowie den Panc89-Paraklonzellen. Bei allen 

drei Zellvarianten war jedoch zu beobachten, dass E-Cadherin-positive Zellen zusammen mit 

E-Cadherin-negativen Zellen in Zellverbänden in den Spalt migrierten (schwarzer Kreis), 

wobei diese Zellverbände am ausgeprägtesten bei den Panc89-Holoklonvarianten zu 

beobachten waren. 

In Einklang mit der bisherigen Charakterisierung der Panc89-Zellen zeigten die Panc89-

Holoklonzellen keine L1CAM-Expression und damit kaum mesenchymale Charakteristika. 

Obwohl die parentalen Panc89-Zellen und die Paraklonzellen den mesenchymalen Marker 

L1CAM exprimierten, waren im Spalt kaum mesenchymal-imponierende L1CAM-positive 

Zellen zu finden. 

Die Expression des CSC-Markers Sox2 stellte sich am deutlichsten in den Panc89-

Holoklonzellen dar. Dabei zeigten diese Tumorzellen eine intranukleäre Anreicherung des 

CSC-Markers (weißer Kreis). In der parentalen Panc89-Population war nur eine geringe 

Anzahl an Sox2-positiven Zellen zu beobachten, was in Einklang mit einem nur geringen Anteil 

an CSCs innerhalb einer Gesamtzellpopulation steht. Die Panc89-Paraklonzellen zeigten 

keine Sox2-Expression, was im Einklang mit ihrem Nicht-CSC-Phänotyp steht. 

Aus der Zusammenschau der Daten kann gefolgert werden, dass die Panc89-Holoklonzellen 

trotz ihres epithelialen Phänotyps, der durch die hohe E-Cadherin-Expression verdeutlicht 

wird, die höchste Migrationsrate in Form von Zellverbänden aufweisen. Die parentalen 

Panc89-Zellen und die Panc89-Paraklonzellen, die eher einen mesenchymaleren Charakter 

aufweisen (indiziert durch die L1CAM-Expression), waren nicht in der Lage, den Spalt in 

gleichem Maße zu schließen wie die Panc89-Holoklonzellen. Somit können in 

Zusammenschau mit dem epithelialen Phänotyp der Panc89-Holoklonzellen und zu Teilen 

auch der parentalen Panc89-Zellen mesenchymale Eigenschaften als treibende Kraft der 

Zellmigration ausgeschlossen werden. Da die Sox2-exprimierenden Tumorzellen innerhalb 

der parentalen Panc89-Population keine ausgeprägte Migrationstendenz zeigten, scheint 

Sox2 vermutlich eine geringere Relevanz für die Zellmigration zu haben. 



Ergebnisse 40 

 

Abbildung 8: Migrierende Zellverbände enthalten E-Cadherin-exprimierende Zellen, 

sind aber nicht exklusiv Sox2-exprimierend. Nach Aussaat von 5 x 104 parentaler Panc89-

, Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze 

wurde die Zellmigration nach 8 Stunden gestoppt. Anschließend wurde eine 

immunzytochemische Färbung des epithelialen Markers E-Cadherin, des mesenchymalen 

Markers L1CAM sowie des CSC-Markers Sox2 durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative 

Aufnahmen der drei Zellvarianten nach der Färbung in n = 3 unabhängigen Experimenten. Die 

schwarzen bzw. weißen Kreise zeigen exemplarisch Zellen mit der Expression von E-Cadherin 

bzw. Sox2. Maßstab = 200 µm. 

 

3.1.3 Immunfluoreszenzdoppelfärbung von E-Cadherin und Sox2 in 

migrierenden Panc89-Zellen 

Um das Zusammenspiel zwischen E-Cadherin und Sox2 in Panc89-Zellvarianten bei der 

Zellmigration genauer zu untersuchen, wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfärbung 

durchgeführt. 

Die Migration der Panc89-Holoklonzellen war erneut am effektivsten. Der Spalt war nach 8 

Stunden fast vollständig geschlossen, während bei den anderen beiden Zellvarianten 
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weiterhin ein freier Spalt zwischen beiden Migrationsfronten zu erkennen war. Darüber hinaus 

zeigte sich erneut eine Migration in Form von kollektiven Tumorzellverbänden (Abbildung 9). 

In den Färbungen wurde deutlich, dass die parentale Population sowohl aus E-Cadherin-

positiven als auch aus E-Cadherin-negativen Zellen zusammengesetzt ist und einige Zellen 

ebenfalls eine Sox2-Expression zeigen (Abbildung 9, linke Spalte). Zudem ist zu erkennen, 

dass diese beiden Marker gleichzeitig von einigen Zellen exprimiert werden (weißer Kreis). 

Die Panc89-Holoklonzellen zeigten hingegen eine deutlich höhere Positivität für die Co-

Expression von E-Cadherin und Sox2 als die parentalen Panc89-Zellen sowie die Panc89-

Paraklonzellen (weißer Kreis). Gleichzeitig fiel bei den Panc89-Holoklonzellen auf, dass eine 

variable Expression von E-Cadherin auf der Zelloberfläche vorhanden ist. Bei der Panc89-

Paraklonvariante waren aufgrund des weiterhin vorhandenen Spalts zwischen den Zellrasen 

weniger E-Cadherin-positive Zellen zu erkennen und die Sox2-Expression fehlte vollständig. 

Im Einklang mit den vorherigen Färbungen lässt sich somit sagen, dass in allen Zellvarianten 

E-Cadherin zu detektieren ist, wohingegen Sox2-positive Zellen vornehmlich in den 

Holoklonzellen sowie in geringerer Anzahl in den parentalen Zellen zu verzeichnen waren 

(weißer Pfeil). Doppelt positive Zellen waren insbesondere in den Panc89-Holoklonzellen zu 

detektieren (weißer Kreis). Dabei waren diese Tumorzellen sowohl an der Migrationsfront als 

auch zentral im Zellrasen zu detektieren, was darauf hindeutet, dass Sox2 vermutlich eine 

geringere Rolle für die Migration selbst spielt. 

Somit stehen die Ergebnisse der Immunfluoreszenzdoppelfärbungen in Einklang mit den zuvor 

generierten Daten und unterstreichen die Bedeutung einer kollektiven Zellmigration in den 

Panc89-Zellvarianten, die mit einem epithelialen Phänotyp der Zellen im Einklang steht. 
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Abbildung 9: Co-Expression von E-Cadherin und Sox2 sowohl an der Migrationsfront 

als auch zentral im Zellrasen der parentalen Panc89-Zellen und Panc89-Holoklonzellen. 

Nach Aussaat von 5 x 104 parentaler Panc89-, Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen 

in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze wurde die Zellmigration nach 8 Stunden 

gestoppt. Anschließend wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfärbung von E-Cadherin und 

Sox2 zusammen mit einer Hoechstfärbung durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative 

Aufnahmen des Spalts von n = 3 unabhängigen Versuchen der drei Zellvarianten. Die obere 

Reihe entspricht der Kombination der einzelnen Färbungen, darunter sind die Färbungen von 

Sox2, E-Cadherin und Hoechst dargestellt. Die weißen Kreise zeigen exemplarisch Zellen mit 

der Co-Expression von E-Cadherin und Sox2, während die weißen Pfeile die Expression von 

Sox2 sowohl an der Migrationsfront als auch im Zellrasen aufzeigen. Maßstab = 200 µm. 

Panc89 Panc89 Holoklon Panc89 Paraklon
M

E
R

G
E

S
o

x2
E

-C
a

d
h

e
ri

n
H

o
e

ch
st



Ergebnisse 43 

 

3.1.4 Keine parakrine Beeinflussung der Migration von Panc89-Holoklon- und 

Panc89-Paraklonzellen 

Um einen möglichen Einfluss von löslichen Faktoren, die von den Holoklon- und 

Paraklonzellen sezerniert werden, auf das Migrationsverhalten zu untersuchen, wurden die 

Panc89-Subpopulationen vor dem Migrationsassay entweder mit ihrem eigenen KM oder dem 

KM der anderen CSC- bzw. Nicht-CSC-Population für 48 Stunden inkubiert. Dann erfolgte die 

Messung der Migration über 32 Stunden. 

Im Einklang mit den bisherigen Experimenten zeigten die Panc89-Holoklonzellen nach 

Konditionierung mit ihren eigenen Medien ein deutlich stärkeres Migrationsverhalten als die 

Paraklonzellen nach Inkubation mit ihrem Zellkulturmedium. Das Migrationsverhalten beider 

Zellvarianten wurde kaum bis gar nicht durch die vorherige Inkubation der Zellen in KM der 

jeweils anderen Zellpopulation beeinflusst (Abbildung 10A und B). 

Die Konfluenz im Spalt der Panc89-Holoklonvariante nach Inkubation in eigenem 

Zellkulturmedium betrug nach 32 Stunden 64,77 %, während die Inkubation im 

Zellkulturmedium der Panc89-Paraklonzellen eine Zellkonfluenz im Spalt von 57,49 % ergab 

(Abbildung 10A). In der Panc89-Paraklonvariante wurde ein leichter Anstieg der Konfluenz im 

Spalt unter beiden Bedingungen beobachtet. Nach 32 Stunden waren nach Inkubation in 

eigenem Zellkulturmedium 18,58 % des Spalts konfluent bzw. nach Inkubation in 

Zellkulturmedium der Panc89-Holoklonzellen 17,5 % (Abbildung 10B). 

In der Zusammenfassung deuten diese Befunde darauf hin, dass beide Zellpopulationen nicht 

in der Lage sind durch sezernierte Faktoren das Migrationsverhalten der anderen 

Subpopulation zu beeinflussen. 

 

 

 

Abbildung 10: Das Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten wird nicht durch 

sezernierte lösliche Faktoren der anderen Zellpopulation beeinflusst. Nach Aussaat von 

5 x 104 Panc89-Holoklon- bzw. Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze 

wurden beide Zellvarianten entweder mit ihren eigenen konditionierten Medien (KM) oder mit 

A) B) 
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den KM der anderen Zellvariante für 48 Stunden inkubiert. Anschließend wurde die 

Zellkonfluenz im Spalt zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen. Die 

Zellmigration A) der Panc89-Holoklonzellen und B) der Panc89-Paraklonzellen wird dargestellt 

als Mittelwerte der prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM von n = 4 unabhängigen 

Experimenten. 

 

3.1.5 Keine Beeinflussung des Migrationsverhaltens der Panc89-

Holoklonzellen und Panc89-Paraklonzellen durch parallele Aussaat im 

Migrationsassay 

In dem vorherigen Versuch hatte die Kultivierung der Panc89-Zellvarianten durch KM 48 

Stunden vor der Durchführung eines Migrationsassays keinen signifikanten Einfluss auf das 

Migrationsverhalten zeigen können. Um jedoch zu prüfen, ob sich die beiden Zellpopulationen 

in einer gemeinsamen Kultur durch sezernierte Faktoren beeinflussen und darüber das 

Migrationsverhalten jeweils verändert wird, erfolgte eine parallele Aussaat der Zellvarianten in 

gegenüberliegende Kavitäten der Ibidi®-Zellkulturinsätze und die Beurteilung der Migration 

über 24 Stunden. Der maximale Messzeitpunkt wurde reduziert, da in den vorherigen 

Versuchen demonstriert werden konnte, dass die Panc89-Holoklonzellen bereits nach 24 

Stunden mit einer fast vollständigen Konfluenz den Spalt schließen konnten. Ferner wurden 

die Panc89-Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA grün und die 

Panc89-Paraklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Deep Red rot gefärbt, um beide 

Zellpopulationen eindeutig voneinander unterscheiden zu können. 

Die mittlere Konfluenz der Panc89 Holoklonzellen stieg nach 24 Stunden auf 28,42 % an und 

die Konfluenzzunahme betrug insgesamt 22,49 % (Abbildung 11A). 

Bei den Panc89-Paraklonzellen zeigte sich ein Anstieg um 7,84 % und die Konfluenz im Spalt 

betrug nach 24 Stunden 8,86 % (Abbildung 11A). 

Insgesamt war die Migrationsaktivität beider Zellvarianten somit schwächer als in den 

vorherigen Versuchen mit den unmarkierten Zellvarianten.  

Wie in Abbildung 11B jedoch zu sehen ist, wurde der Anstieg der Konfluenz im Spalt weiterhin 

durch die Panc89-Holoklonzellen verursacht. Die Paraklonzellen zeigten hingegen kaum 

Migrationsaktivität. Dies verdeutlicht in Übereinstimmung mit den bisherigen Versuchen das 

stärkere Migrationspotential der Panc89-Holoklonzellen innerhalb der Panc89-Zellvarianten. 

Eine gegenseitige Beeinflussung der Migrationstendenz von Panc89-Zellpopulationen durch 

lösliche Faktoren kann anhand dieser Ergebnisse sowie der Ergebnisse aus 3.1.4 jedoch 

ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 11: Das Migrationsverhalten der Panc89-Holo- und Paraklonzellen wird nicht 

durch parakrine Faktoren beeinflusst. Vor dem Migrationsassay wurden die Panc89-

Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA und die Panc89-Paraklonzellen 

mit dem Farbstoff CellTracker® DeepRed gefärbt. Nach Aussaat von 5 x 104 Panc89-

Holoklon- bzw. Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsätze wurde die 

Zellkonfluenz im Spalt zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16 und 24 Stunden gemessen. Die 

Zellmigration A) der Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen ist dargestellt als 

Mittelwerte der prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM aus n = 5 unabhängigen 

Versuchen. Darüber hinaus sind repräsentative Aufnahmen des Spalts zu den Zeitpunkten t = 

0, 8, 16 und 24 Stunden mit B) den grün-fluoreszierenden Panc89-Holoklonzellen und den rot-

fluoreszierenden Panc89-Paraklonzellen dargestellt. Maßstab = 200 µm. 
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3.1.6 Ein höherer Anteil an Panc89-Holoklonzellen an der Gesamtzellpopulation 

geht mit einer schnelleren Migrationsfähigkeit einher 

Die bisherigen Befunde untermauern, dass die parentalen Panc89-Zellen aus mehreren 

Subpopulationen bestehen, u.a. Panc89-Holoklon- und Paraklonzellen. Die Ergebnisse der 

vorherigen Experimente haben zudem zeigen können, dass die Panc89-Holoklonzellen die 

stärkste Zellmigration im Vergleich zur parentalen Population sowie der Paraklonzellen haben. 

Um zu untersuchen, ob und wie sich die Zellmigration der beiden Zellpopulationen durch den 

Anteil an der Gesamtpopulation verändert, wurde beide Zellpopulationen in unterschiedlichen 

Zellverhältnissen (100%-Holoklon- bzw. Paraklonzellen, 75:25, 50:50 oder 25:75 

Holoklonzellen bzw. Paraklonzellen) kultiviert und das Migrationsverhalten über 24 Stunden 

analysiert. 

Die 100 %-Population der Panc89-Holoklonzellen zeigte eine ähnliche Migrationsdynamik wie 

bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben. Es wurde ein Anstieg um 75,7 % gemessen, wobei die 

Zellkonfluenz im Spalt 81,54 % nach 24 Stunden betrug (Abbildung 12A). Wie bereits in 

Abschnitt 3.1.1 beschrieben migrierte die 100 %-Population der Panc89-Paraklonzellen 

deutlich weniger und der Spalt war nach 24 Stunden nur zu 28,04 % mit den Zellen bedeckt 

(Abbildung 12B). 

Bei einem Verhältnis von 75:25 (3:1) von Panc89 Holoklon- zu Panc89 Paraklonzellen war 

nach 24 Stunden ein Anstieg beider Zellkonfluenzraten zu verzeichnen (Panc89-

Holoklonzellen: 58,14 %, Panc89-Paraklonzellen: 15,22 %). Der gesamte Anstieg der 

Zellkonfluenz im Spalt betrug somit für die Panc89-Holoklonzellen 52,82 % und für die Panc89 

Paraklonzellen 13,72 % (Abbildung 12A und B). 

Die Zellkonfluenz im Spalt betrug beim 50:50-Verhältnis (1:1) nach 24 Stunden 45,82 % für 

die Holoklonzellen und 30,67 % für die Paraklonzellen (Abbildung 12A und B). Die Zunahme 

der Konfluenz im Spalt lag somit nach 24 Stunden bei 42,01 % bzw. 27,94 %.  

Die Auswertung der Daten des 25:75-Verhältnisses (1:3) ergab für die Panc89 Holoklonzellen 

einen mittleren Konfluenzanstieg um 21,36 % nach 24 Stunden, während dieser Anstieg bei 

den Panc89 Paraklonzellen 31,33% betrug. Nach 24 Stunden konnte eine Konfluenz im Spalt 

von 24,03 % bei den Holoklonzellen und 34,12 % bei den Paraklonzellen gemessen werden 

(Abbildung 12A und B). 

In allen Verhältnissen (bis auf dem 1:3-Verhältnis) war der Anteil der Panc89-Holoklonzellen 

im Spalt somit höher als der Anteil der Panc89-Paraklonzellen. Außerdem wurde deutlich, 

dass durch die Veränderung der Zellverhältnisse von Panc89-Holoklon- zu Panc89-

Paraklonzellen ein zunehmender Anteil an Paraklonzellen mit einer weniger effektiven 

Migration einherging, während ein hoher Anteil an Holoklonzellen einen schnellen 

Spaltverschluss begünstigte. 
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In der mikroskopischen Auswertung konnten wie zuvor beobachtet nur wenige Paraklonzellen 

im Spalt nachgewiesen werden, während die Holoklonzellen auch in den unterschiedlichen 

Zellverhältnissen eine kollektive Migration in den Spalt zeigten. Dabei waren sie sogar in der 

Lage, Paraklonzellen mit in den Spalt zu dirigieren (weißer Pfeil, Abbildung 12C). 

Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass vor allem die CSC-assoziierten 

Holoklonzellen die Migration der Panc89-Zellen vermitteln, während die Nicht-CSC-

assoziierten Paraklonzellen eine untergeordnete Rolle im Migrationsprozess spielen. Darüber 

hinaus weisen die Daten darauf hin, dass epitheliale Panc89-Holoklonzellen die weniger 

migrationsfähigen Panc89-Paraklonzellen durch direkte Zellkontakte zur Migration befähigen. 
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Abbildung 12: Panc89-Holoklonzellen beeinflussen das Migrationsverhalten der 

Panc89-Paraklonzellen durch direkte Interaktion. Vor dem Migrationsassay wurden die 

Panc89-Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA und die Panc89-

Paraklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® DeepRed gefärbt. Die für die einzelnen 

Verhältnisse (100 A%, 75 %/25 %, 50 %/50 %, 25 %/75 %) erforderliche Zellzahl wurde 

errechnet und die Zellen dementsprechend in die Kavitäten der Ibidi®-Zellkultureinsätze 

ausgesät, sodass die Gesamtzahl der kultivierten Zellen 5 x 104 betrug. Im Anschluss erfolgte 

die Messung der Zellkonfluenz im Spalt für die grün- und rot fluoreszierenden Panc89-

Zellvarianten zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16 und 24 Stunden. Die Zellmigration der A) Panc89-

Holoklonzellen sowie der B) Panc89-Paraklonzellen ist dargestellt als Mittelwerte der 

prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM von n = 5 unabhängigen Versuchen. In der 

Legende sind die unterschiedlichen Verhältnisse gezeigt. Darüber hinaus sind in C) 

repräsentative Aufnahmen des Spalts zu dem Zeitpunkt t = 24 Stunden mit den grün-

fluoreszierenden Panc89-Holoklonzellen und den rot-fluoreszierenden Panc89-Paraklonzellen 

in den verschiedenen Zellverhältnissen dargestellt. Die weißen Pfeile markieren exemplarisch 

Panc89-Holoklonzellen, welche die Migration in den Spalt dirigieren und über Zell-Zell-

Kontakte sowohl mit anderen Panc89-Holoklonzellen als auch mit Panc89-Paraklonzellen 

verbunden sind. Maßstab = 100 µm. 

 

3.2 Adhäsionsverhalten 

 

Neben der Fähigkeit zur Zellmigration stellt auch die Zelladhäsion der Tumorzellen an 

Endothelzellen der Zweitmanifestationsorgane einen wichtigen Schritt in der 

Metastasierungskaskade dar (Makrilia et al. 2009). Um zu untersuchen, ob sich Panc1- und 

Panc89-Zellvarianten hinsichtlich ihrer Adhäsion an Lungenendothelzellen unterscheiden, 

wurde ein Adhäsionsassay mit der humanen Lungenendothelzelllinien HuLEC-5a 

durchgeführt und die Adhäsion der sechs PDAC-Zellvarianten eine und vier Stunden nach 

Aussaat auf die HuLEC-5a-Zellen bestimmt. Darüber hinaus erfolgte in weiterführenden 

Experimenten die Aussaat der PDAC-Zellvarianten nach Konditionierung der 

Lungenendothelzellen durch KM der PDAC-Zellvarianten. 

 

3.2.1 Panc1-Zellvarianten adhärieren geringer an Lungenendothelzellen als 

Panc89-Zellvarianten 

Die parentalen Panc1-Zellen und die Panc1-Holoklonzellen zeigten ein ähnliches 

Adhäsionsverhalten an die HuLEC-5a-Zelllinie. Nach einer Stunde betrug die Adhäsionsrate 

für die parentale Zellpopulation 50,44 % und für die Holoklon-Population 49,95 %. Die 
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Adhäsionsrate der Paraklon-Population war etwas niedriger und betrug 37,75 %. Nach vier 

Stunden war eine leichte Zunahme in allen drei Panc1-Zellvarianten auf 55,53 %, 60,93 % 

bzw. 51,62 % zu verzeichnen. Die Zunahme der adhärenten Zellen lag damit für die parentalen 

Panc1-Zellen bei 5,09 %, für die Holoklon-Variante bei 10,98 % und für die Paraklon-Variante 

bei 13,87 % (Abbildung 13A). 

Die Panc1-Paraklonzellen zeigten damit den höchsten Anstieg der Adhärenz über die Zeit, 

obwohl die stärkste Adhärenz bei den Panc1-Holoklonzellen gemessen werden konnte. 

Alle Panc89-Zellvarianten zeigten ein zueinander ähnliches Adhäsionsverhalten an die 

Lungenendothelzellen. Nach einer Stunde adhärierten 69,38 % der parentalen Population, 

73,74 % der Holoklonzellen und 68,45 % der Paraklonzellen am Lungenendothel. In der 

zweiten Messung erhöhte sich dieser Anteil leicht auf 79,5 %, 80,35 % und 80,24 %. Die 

gesamte Zunahme der adhärenten Zellen betrug damit für die parentale Panc89-Population 

10,12 %, für die Holoklon-Population 6,61 % und für die Paraklon-Population 11,79 % 

(Abbildung 13B). 

Beim Vergleich der PDAC-Zellen zeigte sich ein signifikant besseres Adhäsionsverhalten der 

Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den Panc1-Zellvarianten zu allen untersuchten 

Zeitpunkten und für jede einzelne Zellpopulation (Abbildung 13C). 

Diese Daten weisen darauf hin, dass der Unterschied in der Adhäsionsfähigkeit vom CSC-

Phänotyp unabhängig zu sein scheint und eher durch den EMT-Phänotyp bestimmt wird, da 

alle epithelialen Panc89-Zellvarianten unabhängig von ihrem CSC-Phänotyp signifikant besser 

an der Lungenendothelzelllinie HuLEC-5a adhärierten als die mesenchymalen Panc1-

Zellvarianten. 

 

 

A) B) 

C) 
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Abbildung 13: Panc1-Zellvarianten adhärieren signifikant weniger an 

Lungenendothelzellen als Panc89-Zellvarianten. Es erfolgte die Aussaat von 1 x 105 

HuLEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurden 1 x 104 der fluoreszenzmarkierten PDAC-

Zellvarianten ausgesät und die Adhäsionsfähigkeit an den Lungenendothelzellen nach 1 und 

4 Stunden Adhäsionszeit bestimmt. Die Zelladhäsion der A) Panc1-Zellvarianten sowie der B) 

Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der prozentualen Zelladhäsion mit SEM 

nach t = 1 und 4 Stunden von n = 3 unabhängigen Experimenten. Darüber hinaus wird C) die 

Adhärenz der parentalen sowie der CSC bzw. Nicht-CSC-Zellvarianten der Panc1- und 

Panc89-Zellen verglichen. 

Die Daten wurden statistisch mithilfe eines unabhängigen Zwei-Stichproben-t-Tests analysiert. 

Signifikanzniveau p * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001. 

 

3.2.2 Keine Beeinflussung der Adhäsionsfähigkeit der Panc1- und Panc89-

Zellvarianten an Lungenendothelzellen nach Stimulation der 

Lungenendothelzellen mit konditionierten Medien 

Als nächstes wurde untersucht, ob das Adhäsionsverhalten der PDAC-Zellen an die 

Lungenendothelzellen durch eine Vorinkubation der HuLEC-5a-Zellen mit KM der PDAC-

Zellvarianten im Sinne einer Vorbereitung der Metastasierung beeinflusst wird. Dafür wurden 

die Lungenendothelzellen für 48 Stunden mit den KM der jeweils zu untersuchenden 

Zellvariante inkubiert, bevor die Adhäsion untersucht wurde. Als Kontrolle diente das 

Standard-Medium der Lungenendothelzellen. 

Alle sechs Zellvarianten zeigten unter Kontrollbedingungen ähnliche Adhäsionswerte wie 

bereits in Versuch 3.2.1 beschrieben. 

Die Adhärenz an Lungenendothelzellen nach Vorinkubation dieser mit KM betrug für die 

parentalen Panc1-Zellen nach einer Stunde 54,1 % und nach vier Stunden 62,18 %. Der Anteil 

der an Lungenendothelzellen adhärierten Panc1-Holoklonzellen und Panc1-Paraklonzellen 

lag nach einer Stunde bei 57,24 % bzw. 43,74 % und stieg nach vier Stunden auf 68,18 % 

bzw. 59,81 % an. Der Gesamtanstieg für die drei Panc1-Zellvarianten unter der KM-Bedingung 

lag bei 8,08 %, 10,94 % bzw. 16,07 % (Abbildung 14A). 

Die Panc89-Zellvarianten verzeichneten unter der KM-Bedingung nach einer Stunde eine 

Adhäsion von 64,59 % bei den parentalen Zellen, 65,34 % bei den Holoklonzellen und 63,14 

% bei den Paraklonzellen. Nach vier Stunden zeigte sich ein Anstieg in allen drei Panc89-

Zellvarianten auf 78,46 %, 75,77 % bzw. 77,95 %. Insgesamt wurde eine Steigerung um 13,87 

%, 10,43 % bzw.14,81 % gemessen (Abbildung 14B). 

Die Adhäsionsanalyse der PDAC-Zellvarianten ergab somit unter Standardbedingungen 

verglichen mit den Adhäsionswerten nach Stimulation der Lungenendothelzellen mi KM weder 
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eine schnellere noch eine stärkere Zelladhäsionsfähigkeit durch die Vorinkubation der HuLEC-

5a-Zellen mit den KM der PDAC-Zellvarianten. 

 

Abbildung 14: Die Vorkonditionierung der Lungenendothelzellen durch konditioniertes 

Medium der PDAC-Zellvarianten hat keinen Einfluss auf die Adhäsionsfähigkeit. Es 

erfolgte die Aussaat von 1 x 105 HuLEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurde das Medium 

gewechselt und die Zellen entweder mit ihrem eigenen Medium (Kontrolle) oder mit 

konditionierten Medien (KM) der jeweiligen PDAC-Zellvariante für 48 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurde das Medium erneut gewechselt und es erfolgte die Aussaat von 1 x 104 

fluoreszenzmarkierten parentalen Panc1- und Panc89-Zellen oder ihrer Holoklon- und 

Paraklonvarianten auf die entsprechend konditionierten HuLEC-5a-Zellen. Die Adhäsion der 

PDAC-Zellen wurde nach t = 1 und 4 Stunden gemessen. Die Zelladhäsion der A) Panc1-

Zellvarianten sowie der B) Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der 

prozentualen Zelladhäsion mit SEM von n = 3 unabhängigen Experimenten. 

 

Um zu untersuchen, ob parakrine Faktoren der CSC-Populationen das Lungenendothel 

konditionieren und darüber die Adhäsionsfähigkeit der Nicht-CSC-Zellen an das 

Lungenendothel beeinflussen und umgekehrt, wurden HuLEC-5a-Zellen mit KM der Holo- und 

Paraklonzellen beider PDAC-Zelllinien für 48 Stunden inkubiert, bevor der Adhäsionsassay 

durchgeführt wurde. 

In der Holoklonvariante der Panc1-Zelllinie zeigte sich nach Stimulation der HuLEC-5a-Zellen 

mit dem Holoklon-KM eine Adhärenz von 59,94 % nach einer Stunde und von 66,29 % nach 

vier Stunden. Im Vergleich dazu wurde nach Konditionierung der Lungenendothelzellen mit 

KM der Panc1-Paraklonzellen eine ähnliche Adhärenz der Panc1-Holoklone von 58,21 % nach 

einer Stunde und 68,13 % nach vier Stunden gemessen. Der Gesamtanstieg lag somit bei 

A) 

B) 
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6,35 % bzw. 9,92 %. Für die Paraklonvariante der Panc1-Zelllinie betrug die Adhärenz nach 

einer Stunde an den HuLEC-5a-Zellen nach Konditionierung mit KM der Panc1-Holoklonzellen 

60,46 %, aber nur 53,45 %, wenn die Lungenendothelzellen zuvor mit den KM der Panc1-

Paraklonzellen konditioniert worden waren. Nach vier Stunden lag die Adhärenz der Panc1-

Paraklonzellen bei 69,96 % bzw. 70,17 %. Die Gesamtzunahme der Adhärenz an die 

Lungenendothelzellen für die Panc1-Paraklonvariante betrug somit 9,5 % nach 

Konditionierung mit dem eigenen KM, aber 16,72 % nach Konditionierung mit dem Holoklon-

KM (Abbildung 15A). 

Die Panc89-Holoklonzellen verzeichneten eine ähnliche Adhärenz an den 

Lungenendothelzellen nach einer Stunde. Nach Konditionierung der HuLEC-5a-Zellen mit 

Holoklon-KM lag diese bei 62,25 % und nach Konditionierung mit Paraklon-KM bei 62,11 %. 

Im Verlauf des Versuches kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg der Adhärenz auf 66,1 

% bzw. 69,33 % nach vier Stunden. Die Gesamtzunahme zwischen den beiden 

Messzeitpunkten lag somit bei 3,85 % bzw. 7,22 %. Die Panc89-Paraklonzellen zeigten nach 

Konditionierung der HuLEC-5a -Zellen durch Holoklon-KM eine Adhärenz von 71 %, während 

die Konditionierung mit KM der Paraklonzellen zu einer Adhärenz von 75,48 % führte. Nach 

vier Stunden stieg der Adhäsionswert auf 75,28 % bzw. 76,91 % an. Dabei zeigte sich ein 

Gesamtanstieg von 4,28 % bzw. 1,43 % (Abbildung 15B). 

In der Zusammenschau zeigen die Ergebnisse, dass eine Konditionierung der HuLEC-5a-

Zellen durch KM der Panc1- und Panc89-Zellvarianten keinen bedeutenden Effekt auf die 

Adhäsionsfähigkeit dieser Zellpopulationen hat. 

 

Abbildung 15: Parakrine Faktoren in konditionierten Medien haben keinen Einfluss auf 

die Adhäsionsfähigkeit der CSC- bzw. Nicht-CSC-Populationen der PDAC-Zellvarianten. 

Es erfolgte die Aussaat von 1 x 105 HuLEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurde das Medium 

A) 

B) 
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gewechselt und die Zellen entweder mit dem konditioniertem Medium (KM) der CSC 

(Holoklon)- oder Nicht-CSC (Paraklon)-Variante der jeweiligen PDAC-Zelllinie für 48 Stunden 

inkubiert. Anschließend wurde das Medium erneut gewechselt und es erfolgte die Aussaat von 

1 x 104 fluoreszenzmarkierten Panc1- und Panc89-Holoklon- bzw. Paraklonzellen auf die 

entsprechend konditionierten HuLEC-5a-Zellen. Die Adhäsion der PDAC-Zellen wurde nach t 

= 1 und 4 Stunden gemessen. Die Zelladhäsion der A) Panc1-Zellvarianten sowie der B) 

Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der prozentualen Zelladhäsion mit SEM 

von n = 3 unabhängigen Experimenten. 
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4 Diskussion 

 

Das PDAC geht aufgrund seiner frühen Metastasierungstendenz und ausgeprägten 

Therapieresistenz mit einer infausten Prognose einher. Dabei ist bei einem Großteil der 

Patienten bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine lokale Invasion oder eine Filialisierung 

in Sekundärorgane nachweisbar (Mizrahi et al. 2020). 

In den letzten Jahren haben sich bei verschiedenen Krebsentitäten vielversprechende 

Therapieoptionen zur Behandlung von Metastasen etabliert. Beim PDAC jedoch stellt 

weiterhin die palliative Chemotherapie mit FOLFIRINOX oder Gemcitabin und nab-Paclitaxel 

den Standard in der metastasierten Situation dar (Leitlinienprogramm Onkologie 2024). Daher 

ist es von großer Wichtigkeit, die Pathogenese der Metastasierung beim PDAC genauer zu 

entschlüsseln, um in Zukunft neue und effektivere Therapiemöglichkeiten entwickeln zu 

können. 

Ziel dieser Dissertation war es das Migrations- und Adhäsionsverhalten an 

Lungenendothelzellen von zwei PDAC-Zelllinien und ihrer jeweiligen Subpopulationen zu 

untersuchen. Dabei wurde gezielt das Verhalten der Zellen in Abhängigkeit ihrer EMT- und 

CSC-Eigenschaften charakterisiert. 

 

4.1 Migrationsverhalten der PDAC-Zellvarianten 

 

4.1.1 Migrationsverhalten von PDAC-Zellvarianten in Abhängigkeit ihres EMT- 

und CSC-Status 

Zu allen Zeitpunkten war die Migrationstendenz der Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den 

Panc1-Zellvarianten signifikant besser (siehe Abschnitt 3.1.1). 

Für die parentalen Panc1-Zellen sowie ihre Subpopulationen konnte dabei gezeigt werden, 

dass sie nicht in der Lage waren, den Wundspalt innerhalb von 32 Stunden zu schließen. 

Diese Beobachtung steht im Einklang mit anderen Arbeiten (Hu et al. 2023; Shao et al. 2020). 

Die vergleichende Analyse der Panc1-Zellvarianten untereinander ergab wiederum, dass die 

parentalen Panc1-Zellen die ausgeprägteste Tendenz zur Migration aufwiesen. Es liegt 

deshalb nahe, dass die interklonale Kooperation verschiedener Subpopulationen von größerer 

Bedeutung für ihre Migrationsfähigkeit ist als das Vorhandensein einer homogenen, 

mesenchymal-differenzierten Zellpopulation (Neelakantan et al. 2015). 

Die Panc89-Holoklonzellen waren hingegen in der Lage, den Wundspalt innerhalb von 32 

Stunden vollständig zu schließen. Die parentalen Panc89-Zellen sowie die Panc89-
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Paraklonzellen präsentierten hingegen nur eine Konfluenz von 75 % bzw. 50 % nach 32 

Stunden. 

In anderen Studien konnten für die parentalen Panc89-Zellen Konfluenzraten von ca. 90 % 

nach 7 Stunden bzw. 60 % nach 20 Stunden bzw. 45 % nach 24 Stunden gezeigt werden 

(Borchardt et al. 2019; Boukrout et al. 2021; Hedemann 2013). Anzumerken ist, dass in den 

genannten Studien die Versuchsbedingungen variierten, da die Tumorzellen teilweise mit 

verschiedenen Substanzen vorbehandelt wurden. Insgesamt stehen die Konfluenzraten der 

Panc89-Zellen in dieser Arbeit jedoch im Einklang mit der Literatur und weisen auf einen 

migratorischen Phänotyp hin. 

Die signifikant höhere Migrationstendenz aller Panc89-Zellen im Vergleich zu den Panc1-

Zellen lässt die Schlussfolgerung zu, dass vor allem der divergente EMT-Status für dieses 

Verhalten verantwortlich ist. Gestützt wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass in 

Invasionsversuchen in eine EZM mit denselben Zellvarianten der CSC-Status ebenfalls keinen 

wesentlichen Einfluss auf das Invasionsverhalten der Panc1- und Panc89-Zellen hatte (A. 

Surrow, unveröffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024). In den genannten Versuchen 

konnte allerdings eine bessere Invasionsfähigkeit der Panc1-Zellvarianten im Vergleich zu den 

Panc89-Zellvarianten beobachtet werden. Das bessere Invasionsverhalten der Panc1-Zellen 

lässt sich wohlmöglich dadurch erklären, dass diese als mesenchymal-geprägte, einzelne 

Zellen einfacher in die EZM eindringen können als epitheliale Tumorzellverbände, wie sie bei 

den Panc89-Zellen beobachtet wurden. Darüber hinaus sind mesenchymale Zellphänotypen 

in der Lage, durch die Produktion von MMPs eine Degradation der EZM zu bewirken, was die 

Invasion vereinfacht (Friedl und Wolf 2003; Philipp et al. 2024). 

Eine gesteigerte Migrationstendenz in Assoziation mit dem CSC-Phänotyp konnte lediglich für 

die Sox2-dominante Holoklonpopulation der Panc89-Zelllinie festgestellt werden. Die Nestin-

dominante Panc1-Holoklonvariante wies hingegen keine signifikanten Unterschiede im 

Vergleich zur parentalen Panc1- bzw. Panc1-Paraklonzellvariante auf und migrierte von allen 

untersuchten Zellvarianten sogar am wenigsten in den Spalt. Dies unterstreicht die Annahme, 

dass der Stammzellcharakter von geringerer Bedeutung für die Migration ist als der EMT-

Phänotyp. 

Für den CSC-Marker Sox2 lässt sich vermuten, dass er im Hinblick auf die Migrationstendenz 

der Panc89-Holoklonvariante eine gewisse Rolle spielt. Diese Annahme kann damit begründet 

werden, dass die Sox2-dominierten Panc89-Holoklonzellen die stärkste Migrationstendenz 

aller untersuchten Zellvarianten in den Spalt zeigten. Um den Zusammenhang von Sox2 und 

dem Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten jedoch genauer zu eruieren, ist es 

notwendig, Studien mit Zellen durchzuführen, in denen die Sox2-Expression unterdrückt ist 

(z.B. mit einem small interfering RNA (siRNA) oder small hairpin RNA (shRNA) vermitteltem 

Knockdown (KD) von Sox2). 
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Ferner ist zu berücksichtigen, dass der divergente Ursprung der Zelllinien einen Einfluss auf 

die unterschiedliche Migrationstendenz haben könnte. Der Ursprung der parentalen Panc1-

Zelllinie ist ein primäres PDAC des Pankreaskopfes mit positiver Perineuralscheideninvasion 

und einer peripankreatischen Lymphknotenmetastase (Lieber et al. 1975). Die parentale 

Panc89-Zellpopulation hingegen stammt aus einem peripankreatischen Lymphknoten eines 

bereits in die Leber metastasierten Pankreaskopfkarzinoms (Okabe et al. 1983). Außerdem 

weisen die Panc1-Zellen eine geringe Differenzierung auf, wohingegen die Panc89-Zellen 

durch eine moderate Differenzierung charakterisiert sind (Sipos et al. 2003). Obgleich ein 

niedriger Differenzierungsgrad mit einer höheren Wachstumsrate, 

Metastasierungswahrscheinlichkeit sowie einer schlechteren Prognose einhergeht, wies der 

Tumor des Patienten, aus dem die Panc1-Zelllinie generiert wurde, im Gegensatz zu dem 

Tumor des Patienten, aus dem die Panc89-Zelllinie generiert wurde, klinisch ein niedrigeres 

Tumorstadium auf (Lieber et al. 1975; Okabe et al. 1983). In der Zusammenschau dieser 

Informationen kann spekuliert werden, dass die Tumorzellen im Primärtumor, aus dem die 

Panc1-Zellen isoliert wurden, zwar eine EMT durchlaufen haben, jedoch noch keine 

erfolgreiche Fernmetastasierung stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu haben Tumorzellen, 

aus denen die Panc89-Zellen isoliert wurden, nach erfolgreicher Metastasierung in 

Lymphknoten eine MET durchlaufen oder einen E/M-Phänotyp im Metastasierungsprozess 

angenommen, welcher vorteilhafter für das Auswachsen in sekundären Organen ist (Jolly et 

al. 2019). Der Nachweis der kollektiven Migration in den Panc89-Zellvarianten, die signifikant 

besser als die Einzelzellmigration der Panc1-Zellvarianten war, unterstützt diese Hypothese. 

Neben den geno- und phänotypischen Unterschieden sind auch bereits funktionelle 

Unterschiede zwischen den in dieser Arbeit verwendeten parentalen Populationen 

beschrieben worden. In der Arbeit von Monti et al. wurden beispielsweise zwölf verschiedene 

PDAC-Zellpopulationen, darunter auch die in dieser Arbeit verwendeten Zellen, hinsichtlich 

ihres Proliferationsverhaltens sowie ihrer Suszeptibilität gegenüber verschiedenen Zytostatika 

untersucht und Unterschiede festgestellt (Monti et al. 2004). 

Auch unsere Arbeitsgruppe konnte Unterschiede zwischen den Zellpopulationen hinsichtlich 

der Wachstumsraten in vitro und in vivo sowie der Ansprechrate auf das Zytostatikum 

Gemcitabin feststellen. Die Untersuchung des Zellwachstums der epithelialen Panc89-

Zellvarianten im Vergleich zu den mesenchymal-differenzierten Panc1-Zellvarianten aber 

auch den E/M-assoziierten Panc89-Paraklonzellen ergab, dass die epithelialeren Tumorzellen 

eine höhere Wachstumsrate und damit auch ein besseres Ansprechen auf Gemcitabin 

aufwiesen (Philipp et al. 2024). Diese Beobachtungen stehen somit im Einklang mit dem 

proliferationsfähigeren Charakter epithelialer Zellen (Joshi et al. 2023). In 

Metastasierungsmodellen in vivo konnte darüber hinaus eine höhere Anzahl makroskopisch 

detektierbarer Metastasen beobachtet werden, wenn epitheliale Panc89-Zellvarianten, 
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insbesondere Panc89-Holoklonzellen, den Versuchstieren intralienal injiziert wurden. Die 

Hauptlast der Metastasen war dabei hauptsächlich im Peritoneum zu detektieren. Dagegen 

wiesen die mesenchymal-differenzierten Panc1-Holoklonzellen eine höhere 

Mikrometastasierungsrate auf und die Metastasen waren vor allem auf das Pankreas begrenzt 

(Philipp et al. 2024). 

Unter Berücksichtigung des Ursprungs beider Zelllinien sowie der Kenntnis über die 

Ausprägung von epithelialen bzw. mesenchymalen Markern in den einzelnen Zellvarianten 

lässt sich ableiten, dass der EMT-assoziierte Phänotyp der aus dem Primärorgan stammenden 

Panc1-Zellen durch seine niedrigere Wachstumsrate zu einer geringeren makroskopischen 

Tumorlast geführt hat, welche sich primär auf das Pankreas konzentrierte. Im Gegensatz dazu 

konnten die bereits metastasierten epithelialeren Panc89-Zellen nicht nur zur Ausbildung von 

größeren Tumoren führen, sondern waren auch durch die Lokalisation außerhalb des 

Pankreas, insbesondere im Peritoneum, charakterisiert. Es kann somit spekuliert werden, 

dass in der Frühphase der Metastasierung des PDAC ein mesenchymaler Phänotyp im 

Primarius vorteilhafter ist, um die erste Aussaat von malignen Tumorzellen in das unmittelbare 

TME zu ermöglichen und damit die Absiedlung von Tumorzellen in fremde Organe 

vorzubereiten. Im weiteren Verlauf sind dann epitheliale Faktoren für das kollektive und 

wohlmöglich effektivere Auswandern aus dem Primärorgan sowie das Überleben und 

Auswachsen von Sekundärtumoren notwendig (Jolly et al. 2019). Diese Annahme wird unter 

anderem durch das bessere Migrations- und Adhäsionsverhalten, die bessere Wachstumsrate 

und durch die höhere in vivo Tumorlast der Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den Panc1-

Zellvarianten gestützt (Philipp et al. 2024). 

 

Die Analyse des Migrationsmodus der parentalen Panc1- und Panc89-Zelllinien sowie ihrer 

Subpopulationen zeigte ebenfalls Unterschiede. 

Die Panc1-Zellvarianten migrierten in Übereinstimmung mit ihrem mesenchymalen Phänotyp 

als Einzelzellen, während die Panc89-Zellvarianten eine Migration vorwiegend als epitheliales 

Zellkollektiv aufwiesen (siehe Abschnitt 3.1). 

Lian et al. postulierten dagegen für die parentalen Panc1-Zellen eine Migration als kollektive 

Zellverbände (Lian et al. 2020). Die unterschiedlichen Befunde könnten dadurch erklärt 

werden, dass in der genannten Arbeit kein konventioneller Wundheilungsassay durchgeführt 

wurde, sondern die Beweglichkeit der Zellen in Form eines Einzelzell-Motilitäts-Assays erfasst 

wurde. Außerdem wurden die Panc1-Zellen in der genannten Studie mit einer shRNA 

vorbehandelt. 

Mesenchymale Zellen migrieren und invadieren in der Regel als Einzelzellen und nicht als 

Kollektiv, sodass das in dieser Arbeit für die Panc1-Zellvarianten beobachtete 

Migrationsverhalten damit im Einklang steht (Friedl und Wolf 2003). Darüber hinaus wurde für 
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die Panc1-Zellen eine Invasion in Form einzelner Zellen beobachtet, was ebenfalls mit dem 

mesenchymalen Charakter dieser Zellen übereinstimmt (A. Surrow, unveröffentlichte 

Dissertation; Philipp et al. 2024). 

Die Charakterisierung des Migrationsmodus der Panc89-Zellvarianten hingegen ergab, dass 

die Migration vorwiegend als Zellkollektiv stattfindet. Innerhalb der migrierten Zellkollektive 

waren entsprechend zahlreiche Zellen durch eine hohe Expression des epithelialen 

Membranproteins E-Cadherin charakterisiert (siehe Abschnitt 3.1.2 und 3.1.3). Obgleich ein 

Verlust von E-Cadherin häufig mit einer gesteigerten Motilität assoziiert wurde (Mendonsa et 

al. 2018), konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression dieses epithelialen 

Markers mit einer stärkeren Migration verbunden war. Diese Ergebnisse stehen im Einklang 

mit anderen Studien, die ebenfalls zeigen konnten, dass das Beibehalten epithelialer 

Eigenschaften mit einer besseren Metastasierungsfähigkeit einhergehen kann (Carstens et al. 

2021; Fischer et al. 2015; Jolly et al. 2016, 2019). In der Arbeit von Aiello et al. konnte darüber 

hinaus demonstriert werden, dass im Bereich mit direkten Zell-Zell-Kontakten innerhalb 

kollektiver Tumorzellverbände E-Cadherin exprimiert wird, während die äußeren Zellen dieser 

kollektiven Tumorzellverbände keine E-Cadherin-Expression aufweisen. Die Expression von 

E-Cadherin in diesen E/M-Zellen änderte sich nicht durch eine transkriptionelle 

Herunterregulation, sondern durch Endozytose und Internalisierung in den Bereichen ohne 

direkte Zell-Zell-Kontakte. Die Beibehaltung epithelialer Eigenschaften in selektiven Bereichen 

der Tumorzellverbände spiegelt somit die Möglichkeit einer schnelle Relokation der E-

Cadherin-Expression auf der Zellmembran und somit die rasche Adaptationsfähigkeit im 

Rahmen der Metastasierung wider und kann als Hinweis auf die zelluläre Plastizität innerhalb 

der EMT-MET-Achse angesehen werden (Aiello et al. 2018). Diese zelluläre Plastizität 

innerhalb der EMT-MET-Achse in den Panc89-Zellen erlaubt wohlmöglich die Anpassung an 

veränderte Umgebungsbedingungen und vereint die Vorteile epithelialer und mesenchymaler 

Differenzierungsgrade (Jolly et al. 2019). Es ist daher denkbar, dass auch bei den Panc89-

Zelllen die Veränderung der biologischen Aktivität von E-Cadherin auf der Zelloberfläche die 

Migration beeinflusst, da innerhalb der migrierten Tumorzellverbände einige Zellen keine E-

Cadherin-Expression mehr aufwiesen (siehe Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3). Gleichzeitig 

ermöglicht die Aufrechterhaltung der membranständigen E-Cadherin-Expression in Bereichen 

mit direktem Zell-Zell-Kontakt die Integrität der Tumorzellverbände, was eine effektivere 

Besiedlung verschiedener Zellklone in Sekundärorgane mit unterschiedlichen funktionellen 

Eigenschaften zur Folge hat (Friedl und Gilmour 2009). Diese Annahme wird ebenfalls durch 

die Beobachtung gestützt, dass nicht alle Panc89-Zellen innerhalb der migrierten Zellverbände 

eine vollständige Expression von E-Cadherin auf der Zelloberfläche aufwiesen (siehe 

Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3). So zeigte sich auch in den Migrationsversuchen aus Abschnitt 

3.1.6, dass in den Spalt migrierende Panc89-Holoklonzellen teilweise von Panc89-
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Paraklonzellen begleitet wurden, welche eine geringere E-Cadherin-Expression aufweisen. 

Darüber hinaus wird diese Annahme durch die höhere Makrometastasenlast im Vergleich zu 

den Panc1-Zellvarianten unterstützt (Philipp et al. 2024). In einer Übersichtsarbeit von Cheung 

und Ewald wird ein Modell postuliert, das die Bedeutung epithelialer Membranproteine für die 

Metastasierung zirkulierender Tumorzellverbände verdeutlicht. Heterogene 

Tumorzellpopulationen, die aus dem Primarius durch Absiedlung kooperierender polyklonaler 

Tumorzellen hervorgehen und zu polyklonalen Metastasen führen, werden durch die 

Expression epithelialer Adhäsionsmoleküle zu einer effektiveren Dissemination befähigt 

(Cheung und Ewald 2016). Die Bedeutung von E-Cadherin für diese Hypothese sollte daher 

in zukünftigen Studien genauer erörtert werden. 

 

4.1.2 Panc89-Zellvarianten beeinflussen sich nicht gegenseitig über lösliche 

Faktoren in ihrem Migrationsverhalten 

In einer Vielzahl von Studien konnte bereits gezeigt werden, dass stromale Komponenten aber 

auch Tumorzellen selbst durch Sekretion von parakrinen Faktoren das Verhalten von malignen 

Zellen sowohl im Primarius als auch in metastasierten Organen erheblich beeinflussen können 

(Group Young Researchers in Inflammatory Carcinogenesis et al. 2021; Neelakantan et al. 

2015). 

Um zu untersuchen, ob die Migrationsfähigkeit der Panc89-Zellen auch durch sezernierte 

Botenstoffe der jeweiligen Tumorzellvarianten beeinflusst wird, wurden beide Panc89-

Zellvarianten mit ihrem eigenen sowie mit dem KM der jeweils anderen Panc89-Zellvariante 

inkubiert. Hierbei wurde eine insgesamt geringere Migrationstendenz in den Spalt beobachtet, 

ohne dass Unterschiede zwischen den Panc89-Zellvarianten festgestellt werden konnten 

(siehe Abschnitt 3.1.4). 

Diese Beobachtung wurde durch den Versuch in Abschnitt 3.1.5 bestätigt. Die parallele 

Aussaat beider Panc89-Zellvarianten in gegenüberliegenden Kammern hat keine signifikanten 

Unterschiede auf das Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten zeigen können. 

In Zusammenschau der Ergebnisse aus den beiden oben genannten Versuchen lässt sich 

somit schlussfolgern, dass die Migrationsfähigkeit der Panc89-Holoklon- und Paraklonzellen 

nicht durch eine klonale Kooperation im Sinne einer parakrinen Wechselwirkung zwischen den 

beiden Tumorzellpopulationen beeinflusst wird. 

 

4.1.3 Die Panc89-Holoklonzellen sind der Treiber des ausgeprägten 

Migrationsverhaltens der Panc89-Zellvarianten 

Die Vielfalt und Variabilität der geno- und phänotypischen Eigenschaften von Zellen innerhalb 

eines einzelnen Tumors wird als intratumorale Heterogenität bezeichnet. Subpopulationen 
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interagieren miteinander und tragen zur Aufrechterhaltung und Progression von malignen 

Tumorerkrankungen bei. Im Verlauf der Karzinogenese führt die klonale Selektion zur 

Expansion besonders maligner metastasierungsfähiger Zellpopulationen. Zu diesen 

Subpopulationen gehören neben metastasierungsfähigen EMT-assoziierten Klonen auch die 

CSCs (Singh und Settleman 2010). Die Subpopulation der CSCs spielt aufgrund ihrer 

tumorinitiierenden und resistenzfördernden Eigenschaften eine wichtige Rolle beim 

Therapieversagen und in der Rezidivsituation nach vermeintlich erfolgreicher Primärtherapie. 

Zudem ist sie im Rahmen der Metastasierung von Relevanz, da sie mit der EMT assoziiert ist 

(Prasetyanti und Medema 2017; Rodriguez-Aznar et al. 2019). Die Interaktion von EMT- und 

CSC-Merkmalen wird jedoch durch die Existenz einer zellulären Plastizität innerhalb der EMT-

MET-Achse sowie der CSC- und Nicht-CSC-Achse verkompliziert (Marjanovic et al. 2013; 

Neelakantan et al. 2015). Diese Plastizität konnte bereits für die in dieser Arbeit untersuchten 

PDAC-Zellen in Abhängigkeit vom TME nachgewiesen werden. In der immunhistochemischen 

Analyse von Gewebsproben aus Mausmodellen wiesen einige Panc1- und Panc89-Zellen im 

Vergleich zu den in vitro Analysen unterschiedliche Expressionsmuster der EMT- und CSC-

Marker auf (Philipp et al. 2024). Dies verdeutlicht die Fähigkeit von Subpopulationen, ihren 

Phänotyp durch Plastizität zu verändern und sich damit optimal an die jeweiligen 

Umgebungsbedingungen anzupassen. Daher ist es von großer Wichtigkeit, die 

Zusammensetzung und funktionellen Fähigkeiten bestimmter Subpopulationen innerhalb 

einer Tumorzellpopulation zu verstehen. Die Bestimmung dieser Heterogenität erweist sich 

jedoch sowohl in experimentellen Studien als auch im klinischen Alltag vielfach als 

Herausforderung (Alizadeh et al. 2015; Davnall et al. 2012). Im Rahmen des Versuchs 3.1.6 

wurde daher das Migrationsverhalten von Panc89-Zellvarianten in Abhängigkeit von ihrer 

klonalen Zusammensetzung aus den beiden Subpopulationen Panc89-Holoklon- und Panc89-

Paraklonzellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Zellvarianten in 

definierten Anteilen in dieselbe Kavität der Ibidi®-Zellkultur-Einsätze ausgesät und ein 

Migrationsassay durchgeführt. 

Es konnte beobachtet werden, dass die Migration der Tumorzellpopulationen in Abhängigkeit 

vom Anteil der Panc89-Holoklonzellen variiert. Zusätzlich wurde festgestellt, dass migrierende 

Tumorzellverbände sowohl Panc89-Holoklon- als auch Panc89-Paraklonzellen enthielten, 

wobei letztere an die Panc89-Holoklonzellen adhärierten. Diese Beobachtung unterstützt die 

Hypothese, dass der epitheliale CSC-assoziierte Phänotyp der Panc89-Holoklonvariante für 

die verstärkte Migration verantwortlich ist und gleichzeitig weniger migrationsfähige 

Tumorzellen durch direkte Zell-Zell-Interaktionen zur Migration befähigt (siehe Abschnitt 4.1). 

Die Expression von E-Cadherin auf der Oberfläche der E/M-assoziierten Panc89-

Paraklonzellen ermöglichte vermutlich die interzelluläre Adhäsion an die migrationsfähigeren 

Panc89-Holoklonzellen. Im Gegensatz dazu scheinen die mesenchymalen Proteine L1CAM 
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und Vimentin, die ebenfalls von Panc89-Paraklonzellen exprimiert werden, keine funktionelle 

Bedeutung für die Migration dieser Zellen zu haben, da ein höherer Anteil an Panc89-

Paraklonvarianten in den Kavitäten mit einer geringeren zellulären Konfluenz im Spalt 

assoziiert war. Diese Beobachtung widerspricht den Ergebnissen anderer Studien, die einen 

Zusammenhang zwischen der Expression von L1CAM und Vimentin und einer erhöhten 

Motilität von Tumorzellen gezeigt haben (Danielsson et al. 2018; Kiefel et al. 2012a). Es ist 

daher denkbar, dass für die Panc89-Zellvarianten die Co-Expression von E-Cadherin und 

Sox2 eine wichtigere Rolle für die Zellmigration spielt als die Expression der mesenchymalen 

Markerproteine L1CAM und Vimentin (Hüser et al. 2018). Weitere Studien sollten diese 

Befunde in Zukunft genauer untersuchen. 

Die Ergebnisse dieser Studie legen insgesamt nahe, dass die Panc89-Holoklonvariante mit 

ihrem epithelialen CSC-assoziierten Phänotyp die Migrationsfähigkeit der Panc89-Zellen 

dominiert und nicht durch eine Akquirierung von mesenchymalen Eigenschaften im Rahmen 

einer zellulären Plastizität migratorische Eigenschaften annimmt. Es ist jedoch zu beachten, 

dass die gesamte Tumorzellpopulation nicht nur aus diesen beiden Subpopulationen besteht, 

sondern das weitere Zellklone existieren. Daher sollten die Ergebnisse dieser Untersuchung 

durch weitere Studien mit anderen Subpopulationen erweitert werden. 

 

4.1.4 Unterscheidung von Proliferation und Migration im Migrationsassay 

Eine Herausforderung bei in vitro-Migrationsuntersuchungen ist die Unterscheidung zwischen 

Zellmigration und Zellproliferation. Vor allem in 2D-Versuchen kann der Spaltverschluss, 

insbesondere bei der kollektiven Migration, auf eine Zellproliferation zurückzuführen sein. Um 

die Verfälschung der Ergebnisse durch dieses Phänomen zu reduzieren, gibt es verschiedene 

Modifikationen im Versuchsaufbau (Grada et al. 2017). 

Eine Möglichkeit zwischen Proliferation und Migration zu unterscheiden, besteht darin, den 

Beobachtungszeitraum einer Versuchsreihe auf die Dauer einer vollständigen Zellteilung zu 

begrenzen (Grada et al. 2017). Idealerweise sollte der gesamte Beobachtungszeitraum kürzer 

sein als die Zellverdopplungszeit (Liang et al. 2007). Hierfür muss die Wachstumsrate der 

untersuchten Zellen bekannt sein. Für die parentale Zelllinie Panc1 ist eine 

Zellverdopplungszeit von 52 Stunden bekannt (Lieber et al. 1975), während die 

Zellverdopplungszeit der parentalen Panc89-Zelllinie bei 31 Stunden liegt (Okabe et al. 1983). 

In Versuchen unserer Arbeitsgruppe zur Charakterisierung der Wachstumsraten der Holo- und 

Paraklonvarianten zeigte sich ähnliche bzw. geringere Werte (Philipp et al. 2024), sodass 

zunächst ein Zeitraum von 32 Stunden für die Migrationsassays gewählt wurde. Nach den 

ersten Versuchen wurde dieser Zeitraum auf 24 Stunden reduziert, da die Panc89-



Diskussion 62 

Holoklonzellen den Spalt bereits innerhalb der ersten 24 Stunden fast vollständig geschlossen 

hatten. 

Um die Proliferationsfähigkeit der Tumorzellen noch weiter zu reduzieren, ist auch die 

Reduktion von FCS im Migrationsmedium möglich. Durch den Entzug von Nährstoffen kommt 

es zu einer Reduktion der Zellteilungsrate. Der Spaltschluss wird dann hauptsächlich durch 

eine Migration der Zellen bedingt (Grada et al. 2017; Liang et al. 2007). Allerdings kann diese 

Methode auch zu Veränderungen im funktionellen Verhalten führen, da eine Serumdeprivation 

eine intrazelluläre Stressreaktion hervorruft (Pirkmajer und Chibalin 2011). Da jedoch das 

Proliferationsverhalten von Panc1-Zellen unter Serumdeprivation bekannt ist (Giehl et al. 

2000), wurde zusätzlich zur Begrenzung des Beobachtungszeitraums eine Serumdeprivation 

auf 0 % FCS durchgeführt. Ein vergleichbares Verhalten wurde für die Panc89-Zellen 

angenommen, die während der gesamten Versuche unter Serumdeprivation keine 

morphologischen Auffälligkeiten zeigten.  

Eine weitere Möglichkeit, die Proliferation der Tumorzellen zu reduzieren, besteht darin, das 

als Zytostatikum verwendete Medikament Mitomycin C zu verwenden. Die Verwendung von 

Mitomycin C, das ursprünglich als Antibiotikum entwickelt wurde, führt durch Interkalation in 

die DNA zu einem Zellzyklusarrest und damit zu einer Hemmung der Proliferation (Tomasz 

1995). Der Einsatz ist jedoch aufgrund der zelltoxischen Eigenschaften mit möglicher 

Beeinflussung der zellulären Funktionen nicht immer möglich. Da bereits durch die 

Begrenzung des Beobachtungszeitraums sowie durch die Entfernung des FCS im 

Migrationsmedium die Proliferation der Tumorzellen erfolgreich reduziert wurde, wurde auf 

den Einsatz von Mitomycin C in dieser Arbeit verzichtet. 

 

4.2 Adhäsionsverhalten der PDAC-Zellen an Lungenendothelzellen 

 

4.2.1 Adhäsion an Lungenendothelzellen von PDAC-Zellvarianten in 

Abhängigkeit ihres EMT- und CSC-Status 

Die Adhäsion an Endothelzellen wurde erstmals in der Immunbiologie beschrieben. Im 

Blutkreislauf können zirkulierende Leukozyten an Endothelzellen binden und somit in tiefere 

Gewebeschichten eindringen (Springer 1994). Daher wurde bereits früh postuliert, dass auch 

CTCs immunologische Adhäsionsmechanismen nutzen, um in sekundäre Organe zu 

metastasieren (Fidler 2003; Rice und Bevilacqua 1989). Aufgrund der Tatsache, dass CTCs 

bzw. zirkulierende Pankreasepithelzellen beim PDAC nicht nur in bereits manifesten 

Tumorerkrankungen, sondern auch in Vorläuferläsionen nachgewiesen wurden (Martini et al. 

2019), ist es von großer Bedeutung, die Mechanismen der Tumorzell-Endothelzell-Adhäsion 

zu entschlüsseln, um effektive Therapiestrategien gegen die Metastasierung von PDAC-Zellen 
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zu entwickeln. Zur Evaluierung der Adhäsionsfähigkeit von PDAC-Zellen wurde daher ein 

Adhäsionsassay an Lungenendothelzellen durchgeführt. Die Lunge stellt mit der Leber und 

dem Peritoneum eines der häufigsten Metastasierungsorgane des PDAC dar (Usón et al. 

2020) und wurde in dieser Arbeit untersucht, da in der Dissertation von Arne Surrow bereits 

Adhäsionsassays an Leberendothel- und Mesothelzellen durchgeführt wurden (A. Surrow, 

unveröffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024). 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigten, dass die Panc89-Zellvarianten im 

Vergleich zu den Panc1-Zellvarianten eine signifikant höhere Adhäsion an die 

Lungenendothelzellen aufwiesen. Bei der vergleichenden Analyse der Subpopulationen 

innerhalb einer Zelllinie konnten jedoch keine Unterschiede festgestellt werden (siehe 

Abschnitt 3.2.1). Diese Beobachtung lässt vermuten, dass der unterschiedliche CSC-Status 

der Holo- und Paraklonzellen der jeweiligen PDAC-Zellen keinen Einfluss auf das 

Adhäsionsverhalten hatte, während der divergente EMT-Status zu einer besseren Adhäsion 

der epithelialen Panc89-Zellvarianten geführt hat. In den Experimenten von Arne Surrow 

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der CSC-Status für die Adhäsionsfähigkeit der PDAC-

Zellpopulationen an Leber- und Mesothelzellen keine Relevanz hatte (A. Surrow, 

unveröffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024). 

Die bessere Adhäsionsfähigkeit von epithelialen Panc89-Zellen an Lungenendothelzellen ist 

vermutlich auf andere Membranproteine als das E-Cadherin zurückzuführen, da E-Cadherin 

vornehmlich der Adhäsion an andere epitheliale Zellen dient (Mendonsa et al. 2018). Da 

Endothelzellen jedoch keine E-Cadherin-Expression aufweisen, ist es wahrscheinlich, dass 

andere Adhäsionsproteine wie Syndecane, Selektine und Integrine als Bindungspartner der 

Tumorzellen fungieren, um an die Endothelzellen zu binden (Betriu et al. 2021; Kemper et al. 

2021; Klemke et al. 2007). 

 

4.2.2 Die Adhäsion an Lungenendothelzellen wird nicht durch lösliche Faktoren 

in den konditionierten Medien beeinflusst 

Im Jahr 1889 veröffentlichte Steven Paget die „Seed and Soil”-Hypothese. Die „Seed and Soil”-

Hypothese postuliert, dass sich Tumorzellen mit Metastasierungspotenzial („seed”) gezielt in 

bestimmte Zweitorgane ausbreiten, wo sie förderliche Bedingungen für ihr Auswachsen 

vorfinden („soil”) (Paget 1889). Weiterhin weisen diverse Studien darauf hin, dass die 

Ausbreitung nicht zufällig oder aufgrund anatomischer und mechanischer Faktoren erfolgt, 

sondern durch die Vorbereitung dieser Organe durch den Primärtumor selbst gefördert wird 

(Fidler 2003). In verschiedenen Studien konnte beim PDAC nachgewiesen werden, dass eine 

Vorbereitung der Zielorgane durch verschiedene freigesetzte Faktoren aus den 
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Primärtumoren stattfindet, bevor es zur Metastasierung kommt (Costa-Silva et al. 2015; 

Grünwald et al. 2016; Lee et al. 2019). 

Um potenzielle Auswirkungen einer Vorbereitung des gesunden Endothels durch die Panc1- 

und Panc89-Zellen zu untersuchen, wurden die Lungenendothelzellen mit KM der 

Tumorzellen vorinkubiert, bevor der Adhäsionsassay durchgeführt wurde. 

Die Inkubation der Zelllinie HuLEC-5a mit Zellkulturüberständen der Panc1- und Panc89-

Populationen hatte jedoch keinen Einfluss auf das Adhäsionsverhalten der jeweiligen PDAC-

Zellvariante (siehe Abschnitt 3.2.2). Sowohl im Vergleich zur Kontrollbedingung, d. h. 

Inkubation in Zellkulturmedium der HuLEC-5a-Zelllinie, als auch nach Inkubation mit 

verschiedenen KM konnten keine signifikanten Unterschiede in der Adhäsionsfähigkeit 

zwischen den Zellvarianten festgestellt werden. 

Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung könnte sein, dass eine Vorkonditionierung der 

Endothelzellen durch die Tumorzellen nicht ausreicht, sondern es einer direkten Interaktion 

zwischen Tumorzellen und Endothelzellen bedarf. In einer Studie untersuchte die 

Arbeitsgruppe um Khatib et al. in einem Mausmodell die Reaktion der Leber auf Tumorzellen 

eines Kolorektalkarzinoms sowie eines Lungenkarzinoms. Die Injektion maligner Zellen in die 

Strombahn der Leber resultierte in der Auslösung einer intrahepatischen proinflammatorischen 

Zytokinkaskade. Im weiteren Verlauf wurde eine erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen 

wie E-Selectin, P-Selectin, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und ICAM-1 auf der 

Oberfläche der Endothelzellen beobachtet. Die Autoren postulierten, dass die direkte 

Interaktion von Tumorzellen mit sinusoidalen Endothelien für diese Aktivierung der 

Endothelzellen notwendig war (Khatib et al. 2005). Eine weitere Studie konnte ebenfalls 

demonstrieren, dass lediglich die direkte Interaktion von Endothelzellen und Tumorzellen zu 

Veränderungen des Expressionsprofils der Endothelien führte, während eine indirekte 

Interaktion über parakrine Faktoren keine Auswirkungen hatte (Zhang et al. 2014). 

In den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen wurde ein direkter Kontakt jedoch nur 

während des Adhäsionsassays selbst hergestellt, der offenbar zu kurz ist, um zu einem 

veränderten Expressionsprofil von Adhäsionsmolekülen in den Endothelzellen zu führen. Eine 

Induktion von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen mit funktionellen Folgen ist bereits für 

die parentale Panc1-Zellpopulation bekannt (Issa et al. 2009), sodass in Zukunft Versuche mit 

den anderen PDAC-Zellvarianten nach einem ähnlichen Versuchsprotokoll wie in der 

aufgeführten Studie durchgeführt werden sollten. 

 

4.3 Ausblick 

Das Fehlen von Frühsymptomen, die ausgeprägte Metastasierungstendenz sowie die 

eingeschränkten Therapiemöglichkeiten kennzeichnen das PDAC weiterhin als eine der 
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tödlichsten Erkrankungen weltweit (Mizrahi et al. 2020; Siegel et al. 2023). Die aggressive 

Natur dieser Krebsentität ist auf eine ausgeprägte intra- und intertumorale Heterogenität 

zurückzuführen. Die interklonale Kooperation heterogener Tumorzellpopulationen sowie von 

stromalen Komponenten mit den PDAC-Zellen trägt zur Progression des PDAC bei (Group 

Young Researchers in Inflammatory Carcinogenesis et al. 2021; Maddipati und Stanger 2015; 

Yachida et al. 2010). Die Akkumulation von EMT- und CSC-Merkmalen innerhalb einiger 

Tumorzellpopulationen fördert zudem die Metastasierung sowie das Therapieversagen 

(Rodriguez-Aznar et al. 2019). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, diese 

Subpopulationen detailliert zu charakterisieren, um effektive therapeutische Strategien 

entwickeln zu können. 

Aus diesem Grund wurde in dieser Dissertation das Migrations- und Adhäsionsverhalten an 

Lungenendothelzellen von zwei verschiedenen PDAC-Zelllinien einschließlich ihrer 

Subpopulationen in Abhängigkeit der unterschiedlichen Ausprägung von EMT- und CSC-

Phänotypen untersucht. 

Die durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass die Migration der Panc1-Zellen in 

Übereinstimmung mit ihrem mesenchymalen Phänotyp in Form von Einzelzellen stattfand. Die 

epithelialen Panc89-Zellvarianten wiesen hingegen eine Migration in Form von kollektiven 

Tumorzellverbänden auf. Zellen mit der höchsten Expression des epithelialen 

Adhäsionsproteins E-Cadherin sowie des Stammzellmarkers Sox2 migrierten dabei am 

stärksten. Die vergleichende Analyse der verschiedenen PDAC-Zellpopulationen 

demonstrierte zudem, dass alle Panc89-Zellvarianten ein signifikant besseres 

Migrationsverhalten aufwiesen als die Panc1-Zellvarianten. Das Vorhandensein der 

epithelialen E-Cadherin-positiven Tumorzellverbände war damit in allen durchgeführten 

Versuchen mit einer besseren Migrationsfähigkeit assoziiert. Die Expression der 

mesenchymalen Proteine L1CAM und Vimentin schien dagegen weniger relevant für die 

Migrationsfähigkeit der in dieser Arbeit untersuchten PDAC-Zellpopulationen zu sein. Diese 

Beobachtungen stehen im Einklang mit anderen Studien, die ebenfalls zeigen konnten, dass 

eine Dissemination in Form kollektiver Tumorzellverbände, welche vollständig oder teilweise 

epitheliale Eigenschaften aufweisen, mit einer besseren Metastasierungsfähigkeit 

einhergehen kann (Carstens et al. 2021; Fischer et al. 2015; Jolly et al. 2016, 2019). Diese 

Form der Migration kann die Dissemination heterogener Populationen, die aus 

unterschiedlichen Klonen bestehen, ermöglichen und dadurch die funktionellen Vorteile 

verschiedener Klone vereinen (Cheung und Ewald 2016). 

Die Adhäsionsfähigkeit an Lungenendothel war ebenfalls für die Panc89-Zellvarianten 

signifikant besser als für die Panc1-Zellvarianten. Hier zeigte sich erneut eine Assoziation mit 

dem EMT-, nicht aber mit dem CSC-Phänotyp. Inwieweit die Expression des epithelialen 
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Adhäsionsmoleküls E-Cadherin dieses Verhalten beeinflusste, bleibt unklar und muss weiter 

untersucht werden (siehe Abschnitt 4.4).  

Darüber hinaus zeigte sich in dieser Arbeit, dass die Vorkonditionierung der PDAC-Zellen 

durch KM vor Durchführung des Migrationsassays oder der HuLEC-5a-Zelllinie durch KM vor 

Durchführung des Adhäsionsassays keine Auswirkung auf das funktionelle Verhalten hatte. 

Diese Beobachtungen bieten allesamt die rationale Grundlage für die Durchführung von KD-

Experimenten, um das funktionelle Verhalten der einzelnen Zellpopulationen nach einer 

Herunterregulation der EMT- und CSC-assoziierten Gene zu untersuchen. Dadurch kann der 

kausale Zusammenhang zwischen EMT- und CSC-Eigenschaften und dem Verhalten der 

PDAC-Zellvarianten evaluiert werden. Beispielweise könnten die Stammzellmarker Nestin, 

Sox2 und OVOL2 in den Holoklonvarianten der Panc1-Zellen bzw. den einzelnen Panc89-

Populationen ausgeschaltet werden, um die Relevanz dieser Stammzellmarker auf die 

Migrations-, Adhäsions- und Invasionsfähigkeit zu untersuchen. Die Bedeutung der E-

Cadherin-Expression in den Panc89-Zellverbänden sollte ebenfalls weiter untersucht werden. 

Dabei kann sowohl durch Suppression der Expression bzw. Blockade der Funktion als auch 

durch Steigerung der Aktivität die Relevanz von E-Cadherin für die kollektive Migration aber 

auch die bessere Adhäsionsfähigkeit an Lungenendothel genauer charakterisiert werden. Aus 

der Studie von Petrova et al. ist beispielsweise bekannt, dass nicht nur die Expression von E-

Cadherin auf der Zelloberfläche, sondern auch dessen Aktivität von funktioneller Bedeutung 

für die Metastasierung ist (Petrova et al. 2016). 

Darüber hinaus sollte eruiert werden, ob ein direkter Kontakt von Endothelzellen und PDAC-

Zellen über einen längeren Zeitraum zu einer Veränderung des Expressionsprofils von 

Adhäsionsmolekülen und letztendlich zu einem verändertem Adhäsionsverhalten der PDAC-

Zellen führen kann. In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Vorkonditionierung der Endothelzellen 

durch KM der PDAC-Zellen keine Auswirkung auf das Adhäsionsverhalten der PDAC-Zellen 

hatte. Jedoch gibt es Hinweise, dass durch den direkten Kontakt von PDAC-Zellen und 

Endothelzellen eine funktionelle Beeinflussung des Tumorverhaltens möglich ist (Khatib et al. 

2005; Zhang et al. 2014). Beispielsweise könnte zu diesem Zweck eine direkte Co-Kultur durch 

gleichzeitige Aussaat von Endothelzellen und Tumorzellen mit anschließender Analyse des 

Expressionsprofils von Adhäsionsmolekülen auf den Endothelzellen und PDAC-Zellen 

erfolgen. Weiterhin könnte die Auswirkung von löslichen Faktoren im Rahmen von indirekten 

Co-Kulturversuchen mit Transwell-Experimenten evaluiert werden. In solchen Transwell-Co-

Kultur-Experimenten werden verschiedene Zelltypen in unterschiedlichen Kammern, die meist 

übereinander angeordnet und durch eine permeable Membran voneinander getrennt sind, 

ausgesät. Dies erlaubt den kontinuierlichen Austausch löslicher Faktoren zwischen den 

verschiedenen Zelltypen und kann dadurch ein dynamischeres und physiologisch relevanteres 

Modell zur Untersuchung der Auswirkungen löslicher Faktoren bieten als die statische 
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Inkubation mit zuvor generierten KM, wie sie in dieser Arbeit durchgeführt wurde. Darüber 

hinaus wäre es hilfreich, CTCs aus Blut- und TAEs aus Gewebsproben von Metastasen von 

Patienten mit klinisch gesichertem PDAC auf die Expression von Adhäsionsmolekülen zu 

untersuchen. 

Abschließend sollten weitere Untersuchungen an anderen PDAC-Zelllinien mit 

unterschiedlichen CSC-Eigenschaften sowie der Expression von epithelialen und 

mesenchymalen Markern durchgeführt werden, da die beiden analysierten PDAC-Zelllinien 

eine unzureichende intra- und intertumorale Heterogenität im Vergleich zur gesamten 

Tumormasse von Patienten widerspiegeln. Die Identifizierung verschiedener Tumorklone und 

Phänotypen würde dazu beitragen, die funktionellen Auswirkungen dieser Heterogenität beim 

PDAC insbesondere im Hinblick auf die Metastasierung besser zu verstehen und wirksamere 

Behandlungsstrategien zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt den häufigsten bösartigen 

Tumor der Bauchspeicheldrüse dar und ist charakterisiert durch ein schlechtes 

Therapieansprechen, eine frühe Metastasierung sowie eine hohe Letalität. Der Begriff 

Metastasierung beschreibt die Ausbreitung maligner Tumorzellen vom Primärtumor in 

entfernte Gewebe. Dieser Prozess erfolgt in einer schrittweisen Kaskade von 

Ereignissen, bei der Zellmigration und Zelladhäsion eine wichtige Rolle spielen. Im 

Verlauf der Metastasierung verlieren Karzinome ihren ursprünglich epithelialen 

Charakter und nehmen stattdessen mesenchymale Eigenschaften an. Dieses als 

epithelial-mesenchymale Transition bezeichnete Programm begünstigt die Entstehung 

eines invasiven Phänotyps. Darüber hinaus wird dieser Prozess mit dem Erwerb von 

Krebsstammzelleigenschaften, die als essentiell für die Tumorinitiation sowie die 

Therapieresistenz gesehen werden, in Verbindung gebracht. 

Im Rahmen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden die beiden PDAC-

Zelllinien Panc1 und Panc89 hinsichtlich ihrer epithelialen, mesenchymalen sowie 

Krebsstammzell-assoziierten Eigenschaften charakterisiert. Zudem konnten durch 

Einzelzell-Klonierungsversuche unterschiedliche Klone aus den beiden parentalen 

Zelllinien generiert werden. Aus der Panc1-Zelllinie wurden ein mesenchymaler 

Nestin-exprimierender Stammzell-Phänotyp (Panc1-Holoklon) sowie ein 

mesenchymaler Nicht-Stammzell-Phänotyp (Panc1-Paraklon) isoliert. Im Gegensatz 

dazu wurde aus der Panc89-Zelllinie ein epithelialer Sox2-exprimierender Stammzell-

Phänotyp (Panc89-Holoklon) sowie ein epithelial-mesenchymaler Nicht-Stammzell-

Phänotyp (Panc89-Paraklon) generiert. Somit konnte gezeigt werden, dass im PDAC 

unterschiedliche Stammzellphänotypen mit unterschiedlichen epithelial-

mesenchymalen Differenzierungsgraden existieren. 

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der Zellmigration- und 

Adhäsionseigenschaften der parentalen Panc1- und Panc89-Zelllinien sowie ihrer 

Klone. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die Mechanismen der 

Metastasierung des PDAC besser zu verstehen, um in Zukunft gezielte 

Therapiestrategien zu entwickeln. 

Das Migrationsverhalten wurde in Wundheilungsassays untersucht. Zur molekularen 

Charakterisierung migrierender Zellen wurden zusätzlich immunzytochemische 

Färbungen und Immunfluoreszenzdoppelfärbungen durchgeführt. Um die klonale 
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Heterogenität der Primärtumoren abzubilden und die Interaktion zwischen den Klonen 

darzustellen, wurden verschiedene Co-Kulturen generiert und die Migrationsdynamik 

durch Fluoreszenzmarkierung der PDAC-Zellen beurteilt. 

Die Adhäsion wurde an Lungenendothelzellen durch Quantifizierung der an den 

Endothelzellen adhärierten fluoreszenzmarkierten Karzinomzellen bestimmt. 

Zusätzlich wurden die PDAC-Zellen vor der Durchführung des Wundheilungsassays 

sowie die Endothelzellen vor der Durchführung des Adhäsionsassays durch 

konditionierte Medien der malignen Zellen inkubiert, um eine Beeinflussung durch 

lösliche Faktoren auf das funktionelle Verhalten zu evaluieren. 

Die epithelialen Panc89-Zellen zeigten alle eine signifikant bessere Migration als die 

mesenchymal-differenzierten Panc1-Zellen. Darüber hinaus wiesen die Stammzell-

assoziierten Sox2-exprimierenden Panc89-Holoklonzellen die stärkste 

Migrationsfähigkeit aller Zellvarianten auf. Bei den Panc1-Zellvarianten konnte keine 

Assoziation des Migrationsverhaltens mit dem Stammzellphänotyp festgestellt 

werden. 

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Panc89-Zellen in epithelialen Zellverbänden 

aus Stammzell- und Nicht-Stammzell-assoziierten Klonen migrierten, während die 

Panc1-Zellen entsprechend ihrem mesenchymalen Charakter als einzelne Zellen in 

den Spalt wanderten. 

Die Adhäsionsfähigkeit an Lungenendothelzellen war in den Panc89-Zellen ebenfalls 

signifikant ausgeprägter als in den Panc1-Zellen. Eine Assoziation mit dem 

Krebsstammzellphänotyp konnte jedoch auch hier nicht nachgewiesen werden. 

Die Konditionierung der PDAC-Zellen sowie der Lungenendothelzellen durch 

konditionierte Medien hatte keine Veränderungen im Migrations- und 

Adhäsionsverhalten zu Folge. 

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die klonale 

Heterogenität eine funktionell bedeutsame Rolle bei der Metastasierung des PDAC 

spielt. Die effektive Migration als Zellkollektiv wird dabei offenbar durch die epithelialen 

Eigenschaften und gewissermaßen auch den Stammzellcharakter der PDAC-Zellen 

bedingt, wohingegen das Adhäsionsverhalten an Lungenendothelzellen weniger mit 

dem Stammzellcharakter assoziiert zu sein scheint. Inwiefern die epithelialen und 

Stammzell-assoziierten Eigenschaften der PDAC-Zellen jedoch kausal einen Einfluss 

auf das funktionelle Verhalten haben, muss in zukünftigen Studien weiter evaluiert 

werden.
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