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II. Zusammenfassung 

Tierexperimente leisten einen unverzichtbaren Beitrag zur Aufklärung und Therapie humaner 

Erkrankungen. Wissenschaftler sind durch Ethik und Gesetze verpflichtet, das Leiden der ein-

gesetzten Versuchstiere auf ein Minimum zu reduzieren. Dazu ist eine objektive und robuste 

Einschätzung der Belastung von Versuchstieren nötig. Bisher ist jedoch nur wenig darüber 

bekannt, wie robust die Belastung von Versuchstieren anhand etablierter Methoden einge-

schätzt werden kann. Da das Pankreaskarzinom durch das Fehlen effektiver Therapien wei-

terhin eine große Belastung für Patienten und das Gesundheitssystem darstellt, wurden die 

Untersuchungen in dieser Arbeit an einem syngenen, orthotopen Mausmodell des Pankreas-

karzinoms vorgenommen. Studie I befasste sich mit der Eignung verschiedener Methoden der 

Belastungsanalyse zur Unterscheidung von Tieren in diesem Modell vor und nach der Induk-

tion durch orthotope Injektion von Pankreaskarzinomzellen. Studie III untersuchte, ob männli-

che und weibliche Tiere im Modell unterschiedliche Belastung erfahren. Darüber hinaus wurde 

in den Studien I und III evaluiert, ob Methoden der Belastungsanalyse geeignet sind, Tiere vor 

und nach der Induktion des Modells mit und ohne Therapie zu unterscheiden und ob es Un-

terschiede in der Belastung zwischen Tieren mit und ohne Therapie gibt. Eine Schlussfolge-

rung von Studie I war, dass die Unterscheidung von Tieren vor und nach Induktion eines Pan-

kreaskarzinommodells nur mit wenigen Methoden zuverlässig möglich ist. Im späteren Verlauf 

des Modells eignete sich insbesondere die Körpergewichtsveränderung als aussagekräftiger 

Parameter. Studie III zeigte, dass männliche und weibliche Tiere in der späten Phase des 

Modells unterschiedliche Belastung erfahren, was auf geschlechtsspezifische Unterschiede im 

Tumormodell zurückzuführen sein könnte. In den Studien I und III wurde keine zusätzliche 

Belastung durch die verwendeten Therapien festgestellt. Dies kann bedeuten, dass es keine 

zusätzliche Belastung durch die Therapien gab, oder dass die verwendeten Methoden nicht 

sensitiv genug sind, um eine zusätzliche Belastung zu erfassen. In den Studien II und III wurde 

eine neue Kombinationstherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 in verschiedenen hu-

manen und einer murinen PDAC-Zelllinie sowie im syngenen, orthotopen Mausmodell auf ihre 

Wirksamkeit untersucht. Dabei wurde auch der Einfluss des Geschlechts der verwendeten 

C57BL/6J-Mäuse auf die Effektivität der Therapie analysiert. Die untersuchte Therapie wirkte 

sowohl in den humanen als auch in der verwendeten murinen Zelllinie synergistisch hinsicht-

lich der Inhibition der Proliferation und der Induktion des Zelltods. Im Tierversuch konnte die 

Wirksamkeit der Therapie jedoch lediglich in männlichen Tieren nachgewiesen werden. In 

weiblichen Tieren wurde die therapeutische Effektivität sehr wahrscheinlich durch geschlechts-

spezifische, immunsuppressive Effekte beeinflusst. Dennoch stellt diese Therapieoption einen 

vielversprechenden Ansatz dar und sollte im Hinblick auf die dringend benötigten effektiven 

Therapien des Pankreaskarzinoms weiter erforscht werden. 
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III. Einleitung 

3.1 Belastungseinschätzung in Tierversuchen 

Das Prinzip der 3R gilt seit seiner Veröffentlichung 1959 durch Russell und Burch1 als Grund-

lage für die Implementation aktueller Tierschutzrichtlinien in der Wissenschaft. Das Ersetzen 

(Replacement) durch Alternativmethoden, die Reduktion (Reduction) der Tierzahlen und die 

Verbesserung von Tierversuchen (Refinement) zur Reduktion des Leidens auf ein unvermeid-

liches Minimum, gelten dabei als die Maßgabe tierexperimenteller Forschung. Dieser An-

spruch hat 2010 mit der Richtlinie 2010/63/EU und 2013 mit der Novellierung des deutschen 

Tierschutzgesetzes Einzug in europäische und nationale Gesetzgebung gefunden2,3. Damit 

sind Wissenschaftler rechtlich unter anderem dazu verpflichtet, Maßnahmen zur Verbesserung 

der Versuchsdurchführung und damit zur Reduktion des Tierleides auf ein Minimum zu imple-

mentieren. Dies setzt voraus, dass der Zustand und das Leiden von Versuchstieren objektiv 

mittels evidenzbasierter Methoden quantifiziert werden kann4. Diese Methoden sollten ideal-

erweise sensitiv genug sein, um Belastung auch in Beutetieren wie Mäusen oder Ratten zu 

erfassen. Diese Tiere unterdrücken instinktiv Zeichen von Schmerz und Leid5,6 und stellen die 

Mehrheit der in der EU und Deutschland verwendeten Versuchstiere dar7.  

 

Methoden zur Einschätzung der Belastung von Versuchstieren messen in der Regel physiolo-

gische Parameter wie Körpergewicht8-10 oder Konzentrationen von Stresshormonen im 

Kot11,12, klinische Anzeichen von Belastung anhand klinischer Scoring-Systeme13,14 sowie Än-

derungen in natürlichen Verhaltensweisen wie Nestbau- und Buddelverhalten oder der Aktivi-

tät im Laufrad15-19. All diese Methoden haben sich bisher als nützlich darin erwiesen, die Be-

lastung von Versuchstieren zu evaluieren und Abbruchkriterien in Form von humanen End-

punkten zu etablieren20-23. Jedoch ist bisher wenig darüber bekannt, wie robust diese Metho-

den kranke von gesunden Tieren unterscheiden können. Robustheit wird hier im engeren 

Sinne als Stabilität der aus Experimenten gezogenen Schlussfolgerungen gegenüber Verän-

derungen wie verschiedenen Tiermodellen, therapeutischen Interventionen oder der Variation 

der zugrunde liegenden Daten verstanden24. Zur Überprüfung der Verlässlichkeit verschiede-

ner Methoden zur Belastungsevaluation eignen sich Grenzwertoptimierungskurven, welche im 

Englischen als receiver operating characteristic (ROC) curves bezeichnet werden. ROC-Kur-

ven finden in der Klinik regelmäßig Anwendung, um die Leistungsfähigkeit diagnostischer 

Tests zu evaluieren25,26. Als Parameter der Leistungsfähigkeit gilt die Fläche unter der Kurve 

einer ROC, auch als area under the curve (AUC) bezeichnet. Die AUC entsteht durch die 

Darstellung der richtig-positiv Rate (Sensitivität) und der falsch-positiv Rate (1 - Spezifität) mit 

Hilfe verschiedener Schwellenwerte. Eine diagonale Linie führt zu einer AUC von 0,5 und ist 

gleichbedeutend mit einem diagnostischen Test, der Testsubjekte, wie zum Beispiel Erkrankte 

und Gesunde, nicht besser als der Zufall voneinander unterscheiden kann27. Die AUC ist damit 
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ein Leistungsparameter der Unterscheidungsfähigkeit von Vorhersagemodellen28. Da ROC-

Kurven als solches wenig intuitiv zu interpretieren sind, kann die AUC als einfach verständli-

cher Parameter dienen, um verschiedene Methoden der Belastungseinschätzung in Tierexpe-

rimenten zu vergleichen. Solch einfach zu vergleichende Parameter sind eine Grundvoraus-

setzung, um den gesetzlichen Anforderungen an Wissenschaftler und Tierversuche gerecht 

zu werden4. 

 

Da viele Tiermodelle, allen voran in der onkologischen Forschung, dazu dienen, neue Thera-

pien zu evaluieren, können Methoden der Belastungsanalyse gleichermaßen dazu geeignet 

sein, um potentielle Nebenwirkungen dieser Therapien unabhängig von gesetzlich vorge-

schriebenen toxikologischen Analysen29 bereits frühzeitig im Tierversuch zu erkennen30,31.  

 

3.2 Das Pankreaskarzinom 

Maligne Veränderungen des exokrinen Pankreas machen 95% der Tumorerkrankungen des 

Pankreas aus. Der Großteil davon sind duktale Adenokarzinome (PDAC). Das Pankreaskar-

zinom hat mit einer 5-Jahres Überlebensrate von ca. 10% unverändert eine der schlechtesten 

Prognosen aller soliden Tumorerkrankungen32. Die Grundlage der kurativen Behandlung ist 

die Resektion des Karzinoms, welche zum Zeitpunkt der Diagnose nur noch für 15 – 20% der 

Patienten infrage kommt33. Über 50% der Patienten sind bei Diagnose bereits von Metastasen 

betroffen und ein Großteil der Patienten nach Resektion entwickeln ebenfalls Metastasen, was 

auf das Vorhandensein kaum diagnostizierbarer Mikrometastasen zurückgeführt wird32,34. Ne-

oadjuvante, adjuvante und palliative Chemotherapie sind daher die Grundpfeiler der Therapie 

des Pankreaskarzinoms. Als Erstlinientherapie hat sich die Behandlung mit FOLFIRINOX (Fo-

linsäure, 5-Fluorouracil, Irinotecan und Oxaliplatin) und als Zweitlinientherapie die Behandlung 

mit nab-Paclitaxel und Gemcitabin etabliert35,36. Allerdings sind Resistenzen gegen die etab-

lierten Therapieoptionen häufig, was die Forschung an neuen, zielgerichteten Therapien un-

abdingbar macht37.  

 

Eine Reihe von Mutationen in Tumorsuppressor – und Protoonkogenen sind assoziiert mit der 

Initiation und Progression des Pankreaskarzinoms von der pankreatischen intraepithelialen 

Neoplasie (PanIN) zum PDAC38. Tumorsuppressoren wie TP53, CDKN2A und SMAD4 verlie-

ren durch Mutationen häufig ihre schützende Funktion (loss-of-function), während das Pro-

toonkogen KRAS durch Mutationen in der Regel konstitutiv aktiviert ist. Über 90% der Patien-

ten sind von Mutationen in mindestens einem dieser Schlüsselgene betroffen39. 

 

Eine Sonderrolle in den genetischen Veränderungen, welche zum PDAC führen, nimmt KRAS 

(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ein, da Mutationen in diesem Gen in der Regel 



Einleitung 

 
5 

am Anfang der Progression stehen und in annähernd jedem PDAC zu finden sind40. KRAS ist 

eine GTPase und fungiert als Signaltransduktionsprotein, indem es nach Bindung von GTP 

nachfolgende Signalwege, allen voran den MAPK-Signalweg, aktiviert und damit unter ande-

rem die Steuerung der Zellproliferation entscheidend beeinflusst41. KRAS benötigt für seine 

Funktion Guanin-Austauschfaktoren (GEFs), welche GDP von der Bindungsstelle verdrängen 

und zur Aktivierung durch Bindung von GTP führen sowie GTPase-aktivierende Proteine 

(GAPs), welche die Hydrolyse von GTP zu GDP und damit die Inaktivierung katalysieren, da 

die intrinsische GTPase-Aktivität von KRAS nur gering ist42. KRAS funktioniert dementspre-

chend als binärer, molekularer Schalter. 

 

Die häufigste Mutation im humanen KRAS-Gen betrifft das Codon 12 in Exon 2, welches in 

über 90% der PDAC verändert ist43. Unter den dadurch verursachten Aminosäureaustauschen 

(G12D, G12V, G12R, G12C) ist G12D (Glycin zu Aspartat) mit ca. 40% mit Abstand am häu-

figsten vertreten44. Die verschiedenen Mutationen haben unterschiedliche biochemische Kon-

sequenzen, welche vor allem die intrinsische und GAP-katalysierte GTP-Hydrolyse betreffen. 

So ist zum Beispiel die intrinsische GTP-Hydrolyserate durch G12C-Mutationen gegenüber 

dem Wildtyp kaum verringert, wohingegen G12D-Mutanten nur noch knapp ein Drittel der 

GTP-Hydrolyserate des Wildtyps aufweisen45. Gemeinsam ist den meisten KRAS-Mutanten, 

dass ihre durch GAPs katalysierte GTP-Hydrolyserate 50 – 1000fach gegenüber dem Wildtyp 

verringert ist45. Dies führt in der Endkonsequenz zu einer annähernd konstitutiven Aktivierung 

von KRAS, da GTP nicht mehr effektiv zu GDP hydrolysiert wird, wodurch nachfolgende Sig-

nalwege, wie Raf/MAPK und PI3K/Akt, ebenfalls überaktiviert werden46.  

 

KRAS galt aufgrund seiner ungewöhnlich „glatten“ Proteinstruktur ohne bekannte allosterische 

Bindungsstellen47 sowie der im picomolaren Bereich liegenden Bindungsaffinität zu GTP48 die 

längste Zeit als „undruggable“. Dieses Mantra hat sich in den letzten Jahren stark gewandelt47 

und es wurden mit den G12C-spezifischen Inhibitoren Adagrasib49 und Sotorasib50 die ersten 

mutationsspezifischen KRAS-Inhibitoren vorgestellt. In klinischen Studien mit diesen Inhibito-

ren wurden gute Ergebnisse erzielt und 2021 mit Sotorasib der erste mutationsspezifische 

KRAS-Inhibitor von der FDA für den Einsatz zur Behandlung von Lungenkrebs zugelassen. 

Allerdings betrifft die G12C-Mutation nur ca. 2% der PDAC-Patienten, weshalb diese klini-

schen Durchbrüche für die Therapie des PDAC bisher kaum von Bedeutung sind51. Der kürz-

lich vorgestellte G12D-spezifische Inhibitor MRTX1133 birgt großes Potential für die Behand-

lung des PDAC und wird derzeit klinisch evaluiert52,53. Eine Alternative zu mutationsspezifi-

schen Inhibitoren stellen sogenannte pan-KRAS-Inhibitoren dar54. Da einige der mutierten Al-

lele je nach Krebsart nur in sehr wenigen Patienten vorkommen, bilden pan-KRAS-Inhibitoren 

eine kosteneffiziente Ausgangsbasis für die Therapie dieser Patienten, wo die Entwicklung 
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eines mutationsspezifischen Inhibitors ökonomisch nicht sinnvoll erscheint. Weiterhin können 

pan-KRAS-Inhibitoren das Fundament einer Zweitlinientherapie stellen, für den Fall das Re-

sistenzen gegen mutationsspezifische Inhibitoren im Therapieverlauf auftreten, was während 

Therapie mit G12C-spezifischen Inhibitoren bereits beobachtet werden konnte55,56. Einer die-

ser pan-KRAS-Inhibitoren ist BI-3406, entwickelt von Boehringer Ingelheim57. BI-3406 bindet 

die katalytische Domäne des GEF Son of Sevenless Homolog 1 (SOS1) und verhindert so die 

Interaktion mit KRAS-GDP, was dazu führt, dass KRAS im inaktiven GDP-beladenen Zustand 

verbleibt57. In Kombination mit Trametinib (MEK1/2-Inhibitor) hat BI-3406 erfolgreich der adap-

tiven Resistenz gegen MEK1/2-Inhibition entgegengewirkt, welche durch Feedback-Mecha-

nismen im MAPK-Signalweg und daraus resultierender Reaktivierung der Signaltransduktion 

zustande kommt57-59. Inhibitionen im MAPK-Signalweg können außerdem zur kompensatori-

schen Überaktivierung des PI3K/Akt-Signalweges führen, einem der Haupteffektoren im 

KRAS-Signalweg60,61. Da KRAS essentielle Abläufe in der Zelle reguliert, ist die Funktion der 

Signaltransduktion durch diverse Feedback-Mechanismen redundant gesichert, was zur Folge 

hat, dass ein Inhibitor vermutlich niemals zu einer anhaltenden Inaktivierung der onkogenen 

KRAS-Signaltransduktion führen wird62. Die Interdependenz innerhalb der Signaltransduktion 

lässt daher verschiedene Strategien der kombinierten Inhibition zu. Buparlisib (BKM120) ist 

ein zugelassener pan-Klasse 1 PI3K-Inhibitor, mit dem als einzelnes Therapeutikum bisher 

kaum klinisch relevante Ergebnisse erzielt werden konnten63. In Kombination mit Trametinib 

wurden in einigen Krebsarten gute Ergebnisse erzielt, wobei das PDAC nicht dazu gehört64. 

Dies lässt darauf schließen, dass die Signaltransduktion an weiteren Stellen im Signalweg 

unterbrochen werden muss. Eine Kombination aus BI-3406 (pan-KRAS-Inhibitor), Trametinib 

Abbildung 1: Strategie einer kom-
binierten Inhibition von 
KRAS:SOS1, MEK1/2 und PI3K 

Die kombinierte Inhibition von 

KRAS:SOS1, MEK1/2 und PI3K 

könnte eine geeignete Strategie 

sein, um Feedback-Mechanismen 

zu unterdrücken und eine dauer-

hafte Unterbrechung der Signal-

transduktion zu gewährleisten, wel-

che Proliferation und Überleben der 

Karzinomzelle vermittelt. 
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(MEK1/2-Inhibitor) und BKM120 (pan-Klasse 1 PI3K-Inhibitor) könnte sich als geeignet erwei-

sen, die Lücke einer effektiven PDAC-Therapie zu füllen (Abbildung 1).  

 

Verschiedenste Tiermodelle sind etabliert, um präklinisch neue PDAC-Therapien zu evaluie-

ren. Am häufigsten genutzt werden genetisch veränderte (GEMMs), syngen implantierte und 

vom Patienten abgeleitete (Xenograft) Modelle65. Jedes Modell hat Vor – und Nachteile und 

wird für spezifische Fragestellungen genutzt. GEMMs eignen sich vor allem, um die Karzino-

genese vom PanIN bis zum Karzinom sowie die beteiligten Gene und Signalwege nachzuvoll-

ziehen. Es existiert eine lange Liste von genetischen Modellen, in denen KRAS mit seinen 

verschiedenen mutierten Allelen exprimiert wird und gleichzeitig Tumorsuppressoren, wie 

TP53, gezielt ausgeknockt sind65. Für gezieltes Suchen nach antitumorigenen Substanzen 

sind GEMMs aufgrund ihrer langen Latenz und hohen Kosten weniger geeignet. In der Präkli-

nik werden zu diesem Zweck vor allem Xenograft-Modelle genutzt, in denen humane Tumor-

zellen, oftmals von Patienten abgeleitet, implantiert werden66. Der große Vorteil dieser Modelle 

besteht in der Translation, da humane Zellen eingesetzt werden und so die Nähe zum Zielor-

ganismus gegeben ist. Das ist allerdings nur in Mausstämmen wie NOD.Cg-

PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) möglich, welche immundefizient sind und damit Zellen anderer 

Spezies nicht abstoßen66. Darin liegt gleichermaßen der große Nachteil von Xenograft-Model-

len, denn die Implikation des Immunsystems in Progression und Therapie des Tumors kann 

nicht analysiert werden. Einen Kompromiss bieten syngene Modelle. Da Mausstämme wie 

C57BL/6J ingezüchtet67 sind, werden die Tiere dieses Stammes als syngen angesehen. Das 

Implantieren von Tumorzellen aus einem Tumor mit demselben genetischen Hintergrund ist 

eine zeit – und kosteneffiziente Methode, um beispielsweise orthotope Tumore zu induzieren 

und antitumorigene Substanzen zu testen. Ebenso ist die Analyse der Immunantwort möglich, 

da der Stamm immunkompetent ist.  

 

Als immer wichtiger wird auch die Einbeziehung des Geschlechts als biologische Variable an-

gesehen68-70. Jahrzehntelang vernachlässigt, zeigt sich inzwischen, dass das Geschlecht ein 

maßgeblicher Faktor für die Überlebenswahrscheinlichkeit und das Ansprechen auf bestimmte 

Krebstherapien ist71-74. In Bezug auf Tiermodelle verschiedener Karzinomentitäten hat sich 

herausgestellt, dass Geschlechtshormone ein entscheidender Modulator der adaptiven Im-

munantwort sind75-78. Diese Interaktionen lassen sich in immundefizienten Mausstämmen nicht 

nachvollziehen, weshalb syngene Modelle hier von großem Vorteil sind. Daher verwendeten 

wir ein syngenes, orthotopes Modell, um den Einfluss des Geschlechts auf die Wirkung der 

Kombinationstherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 zu evaluieren. 
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3.3 Zielstellung der Arbeit 

Studie I hatte die Analyse zum Ziel, wie robust verschiedene Methoden der Belastungsanalyse 

zwischen gesunden und kranken Tieren in verschiedenen Tiermodellen, nach verschiedenen 

Interventionen und in verschiedenen Kohorten unterscheiden können. Innerhalb dieser Arbeit 

wurde dabei besonderer Fokus auf das Modell des Pankreaskarzinoms gelegt. In Studie II 

sollte überprüft werden, ob Kombinationstherapien aus Trametinib, BKM120 und entweder 

Sotorasib oder BI-3406 geeignet sind, in humanen Pankreaskarzinomzelllinien mit verschie-

denen mutierten KRAS-Allelen die Proliferation zu inhibieren und den Zelltod zu induzieren. 

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde ein besonderer Schwerpunkt auf die Kombination BI-

3406, Trametinib und BKM120 sowie auf Zelllinien mit G12D oder G12C-KRAS-Mutation ge-

legt. Studie III sollte Aspekte der beiden vorangegangen Studien kombinieren und einerseits 

evaluieren, ob sich innerhalb des Modells des Pankreaskarzinoms Unterschiede in der Belas-

tung von männlichen und weiblichen Mäusen ergeben und andererseits, ob die in Studie II in 

humanen Zellen getestete Therapie in einem syngenen, orthotopen Mausmodell des Pankre-

askarzinoms Wirksamkeit zeigt, zusätzliche Belastung durch Nebenwirkungen auslöst und ob 

sich Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen den Geschlechtern ergeben.  
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IV. Methoden 

Die in den jeweiligen Studien verwendeten Materialien und Methoden sind in den entsprechen-

den Publikationen im Anhang ab Seite 51 detailliert aufgelistet und beschrieben. Folgend sind 

nur die Methoden beschrieben, die für das Verständnis der in dieser Arbeit vorgestellten Er-

gebnisse von Bedeutung sind. 

 

4.1 Studie I 

In dieser Studie wurden keine neuen tierexperimentellen Daten generiert, sondern anhand 

bereits publizierter Daten verschiedene Methoden der Belastungsanalyse in unterschiedlichen 

Tiermodellen auf ihre Generalisierbarkeit, Robustheit und Reproduzierbarkeit untersucht.  

 

4.1.1 Tiermodelle 

Die in dieser Studie verwendeten Tiermodelle werden hier nur in Kürze beschrieben. Ausführ-

lichere Angaben sind in der Publikation im Anhang sowie in den zugrundeliegenden Publikati-

onen zu finden. Für die Transmitterimplantation79 wurden männliche C57BL/6J Mäuse (Medi-

analter: 17,3 Wochen) in Narkose mit Isofluran laparotomiert und ein ETA-F-10 Transmitter 

(Data Sciences International, St. Paul, USA) in die Bauchhöhle eingesetzt. Die Elektroden 

wurden am großen Brustmuskel und den schrägen Bauchmuskeln mit Nähten fixiert und das 

Peritoneum sowie die Oberhaut mit Nähten (Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, 

Deutschland) verschlossen. Die Prozedur dauerte 45 – 50 Minuten. Für das Modell des Pan-

kreaskarzinoms80 wurden männliche C57BL/6J Mäuse (Medianalter: 18,6 Wochen) mit Isoflu-

ran narkotisiert und anschließend laparotomiert. Es wurden 5 µL einer 6606PDA-Zellsuspen-

sion (2,5 x 105 Zellen) mit Hilfe einer 25 µL Spritze (Hamilton, Reno, USA) in das Pankreas 

injiziert. Das Abdomen wurde wie zuvor beschrieben mit Nähten verschlossen. Die Prozedur 

dauerte 15 – 20 Minuten. Ab Tag 4 nach Zellinjektion wurde den Tieren täglich intraperitoneal 

Metformin (125 mg/kg in PBS, Merck, Darmstadt, Deutschland) und α-Cyano-4-hydro-

xyzimtsäure (15 mg/kg in 50% DMSO, Tocris Bioscience, Bristol, UK) oder die entsprechende 

Vehikellösung injiziert. Für das Modell der Gallengangsligatur81 wurden männliche BALB/cAN-

Crl  Mäuse (Medianalter: 10,9 Wochen) mit Isofluran narkotisiert und anschließend laparoto-

miert. Der Hauptgallengang wurde mit drei chirurgischen Knoten ligiert und zwischen den bei-

den distalen Ligationen durchtrennt. Das Abdomen wurde wie zuvor beschrieben mit Nähten 

verschlossen. Die Prozedur dauerte 25 – 40 Minuten. Den Tieren wurde einen Tag vor Gal-

lengangsligatur bis zum Ende des Experimentes täglich der NLRP3-Inflammasom-Inhibitor 

MCC950 (20 mg/kg, Sigma-Aldrich, St. Louise, USA) oder die Vehikellösung (Wasser) intra-

peritoneal injiziert. Zur chemischen Induktion eines Leberschadens wurde männlichen 

BALB/cANCrl Mäusen (Medianalter: 10 Wochen) zweimal in der Woche intraperitoneal 
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0,25 mL/kg Tetrachlorkohlenstoff (CCl4, Merck Millipore, Eschborn, Deutschland) injiziert.  

Chronische Pankreatitis82 in männlichen C57BL/6J Mäusen (Medianalter: 15,3 Wochen) wurde 

durch kontinuierliche intraperitoneale Injektion (drei Injektionen im Abstand einer Stunde an 

drei Tagen der Woche) von Cerulein (50 µg/kg in 0,9% NaCl, Bachem, Bubendorf, Deutsch-

land) ausgelöst und bis zum Ende des Experimentes aufrechterhalten. Der microRNA-21-In-

hibitor (miRCURY LNA™ microRNA-21a-5p inhibitor; # 339203 YCO0070656, Sequenz: TCA-

GTCTGATAAGCT) und die entsprechende Kontrolle (miRCURY LNA™ microRNA-21a-5p 

control; # 339203 YCO0070657, Sequenz: TCAGTATTAGCAGCT) wurden von Qiagen (Hil-

den, Deutschland) gekauft, in PBS gelöst und in einer Konzentration von 10 mg/kg an Tag 0 

(Beginn der Cerulein-Injektionen) und Tag 14 des Experimentes subkutan injiziert. 

 

4.1.2 Belastungsanalyse 

Die Belastung wurde anhand des Körpergewichts, des Buddelverhaltens, des Nestbauverhal-

tens, eines klinischen Belastungsscores und der Konzentration fäkaler Kortikosteronmetabo-

lite evaluiert. Jeder Parameter wurde an zwei Zeitpunkten (pre 1 und pre 2) vor und direkt nach 

der jeweiligen Intervention (siehe Tiermodelle) evaluiert. Die jeweiligen Phasen des Experi-

mentes (early, middle, late) richteten sich nach der Gesamtlänge des Experimentes (z.B. BDL 

14 Tage versus PDAC 37 Tage). Für Details siehe Publikation im Anhang. Das Buddelverhal-

ten wurde mithilfe einer Röhre (Länge 15 cm, Durchmesser 6,5 cm) gefüllt mit 200 g Nah-

rungspellets evaluiert16,83. Die Röhre wurde 2 – 3 h vor der Dunkelphase im Käfig platziert und 

die in der Röhre verbliebenen Pellets nach jeweils 2 h und 17 ± 2 h gewogen. Das Nestbau-

verhalten wurde mittels eines Baumwollnestlets (5 cm Quadrat aus gepresster Baumwolle, 

Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland) evaluiert, welches 30 – 60 Minuten vor der 

Dunkelphase im Käfig platziert und am nächsten Morgen (9:30 ± 2 h) ausgewertet wurde. Die 

Auswertung entspricht dem System von Deacon16, erweitert um einen sechsten Auswertungs-

punkt: Das Nest sieht aus wie ein Krater und 90% des Umfangs des Nestes sind höher als die 

Körperhöhe der eingerollten Maus. Der Belastungsscore basiert auf bereits publizierten 

Scores9,84 und wurde in der hier verwendeten Form bereits publiziert80. Innerhalb des Scores 

sind verschiedene Kriterien (Spontanverhalten, Fluchtverhalten, Zustand des Körpers etc.) zu-

sammengefasst. Um die Konzentration von Kortikosteronmetaboliten im Kot zu bestimmen, 

wurde der Kot über 24 h im Käfig gesammelt, für 4 h bei 65 °C getrocknet und bei -20 °C 

gelagert. Anschließend wurden 50 mg getrockneter Kot mit 1 ml 80% Methanol extrahiert und 

die Konzentration mittels eines 5-pregnane-3,11,21-triol-20-one ELISA11,85-87 bestimmt.  
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4.1.3 Statistik 

Alle Graphen und die statistische Ana-

lyse wurden mit GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software Inc., San Diego, 

USA) erstellt bzw. durchgeführt. Um zu 

evaluieren, wie gut die jeweiligen Belas-

tungsparameter zwischen gesunden 

und kranken Tieren unterscheiden kön-

nen, wurden ROC-Kurven genutzt. 

ROC-Kurven setzen sich aus der Sen-

sitivität (richtig-positive Rate) aufgetra-

gen gegen 1 - Spezifität (falsch-positive 

Rate) über eine Reihe verschiedener 

Schwellenwerte zusammen. Die Fläche 

unter dieser Kurve wird als Area Under 

the Curve (AUC) bezeichnet. Hier 

wurde die AUC mit dem entsprechen-

den 95% Konfidenzintervall als Leis-

tungsparameter verwendet (Abbildung 

2). Eine AUC von 1 entspricht einer per-

fekten Unterscheidungsfähigkeit zwi-

schen gesunden und kranken Tieren 

(Abbildung 2A). Der Wert der AUC kann 

zwischen 0,5 und 1 liegen (Abbildung 

2B). 0,5 entspricht dabei keiner Unter-

scheidungsfähigkeit des Belastungspa-

rameters zwischen den Datensätzen 

(Abbildung 2C). Zusätzlich zum Leis-

tungsparameter der AUC enthält die 

Analyse einen p-Wert, welcher anzeigt, 

ob die jeweilige AUC sich signifikant von 

einer AUC von 0,5 unterscheidet. Die-

ser p-Wert dient als Vergleichsbasis 

zwischen den Parametern (siehe Er-

gebnisse der Studie 1). 

  

Abbildung 2: Beispiele für ROC-Kurven 

Zwei fiktionale Datensätze der Veränderung des Körperge-

wichts von Mäusen (pre = gesund, post = krank) sollen beispiel-

haft der Erklärung von ROC-Analysen dienen. Das Auftragen 

der verschiedenen Cut-Offs (Körpergewichtsänderungen der je-

weiligen Tiere) dient der Konstruktion einer ROC und der Be-

rechnung der AUC. A: Die Veränderung des Körpergewichts 

lässt theoretisch eine perfekte Unterscheidung von gesunden 

und kranken Tieren zu (AUC = 1), da es Cut-Off Werte gibt, an 

denen sich die Datensätze nicht überschneiden (-1,41% bis -

1,67%). B: Ein Cut-Off zwischen -1,21% und -1,15% Körperge-

wichtsänderung erlaubt eine Diagnose von kranken Tieren mit 

90% Sensitivität (9 von 10 kranken Tieren werden erkannt) und 

einer Spezifität von 80% (8 von 10 Tieren werden als gesund 

klassifiziert). C: Da sich beide Datensätze komplett überschnei-

den, führt eine mit allen Cut-Offs konstruierte ROC zu einer AUC 

von 0,5. 
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4.2 Studie II 

4.2.1 Inhibitoren 

BI-3406 (KRAS:SOS1-Inhibitor, Chemietek, Indianapolis, USA), BKM120 (pan-PI3K-Inhibitor) 

und Trametinib (MEK1/2-Inhibitor) (beide gekauft von Absource Diagnostics GmbH, München, 

Deutschland) wurden in DMSO in einer Konzentration von 10 mM gelöst und bei -80 °C gela-

gert. 

 

4.2.2 Zelllinien und Zellkultur  

Die Zelllinie AsPC-1 wurde von der Universitätsmedizin Greifswald und die Zelllinie MIA PaCa-

2 wurde von Prof. Robert Jaster (Universitätsmedizin Rostock) zur Verfügung gestellt. Die 

AsPC-1-Zellen wurden in RPMI1640 Medium (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) 

mit 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin-Lösung (P/S, 10000 U/mL, 10 mg/mL; PAN Bi-

otech GmbH) kultiviert. MIA PaCa-2-Zellen wurden in DMEM (PAN Biotech GmbH) mit 10% 

FCS und 1% P/S kultiviert. 

 

4.2.3 Assays 

Die Zellen wurden nach Zugabe der Inhibitoren für 72 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.  

 

Tabelle 1: Verwendete Konzentrationen für kombinierte Inhibitor-Applikation 

Zelllinie BI-3406 [µM] Trametinib [µM] BKM120 [µM] 

AsPC-1 4 0,001 0,3 

MIA PaCa-2 4 0,0025 0,6 

 

4.2.3.1 Proliferation 

Die Analyse der Zellproliferation wurde mithilfe einer Trypanblau (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland) Färbung durchgeführt. Die Zellen wurden in einer Konzent-

ration von 3,3 x 104 Zellen/mL in 24-Well Platten ausgesät (1,5 mL pro Well). Die Inhibitoren 

wurden in den Konzentrationen aus Tabelle 1 hinzugegeben und die Zellen 72 h nach Inkuba-

tion mittels Zählkammer gezählt. Die mit DMSO behandelte Kontrollgruppe entspricht 100%. 

 

4.2.3.2 Quantifizierung der Biomasse 

Die Analyse der Biomasse der Zellen wurde mittels Kristallviolett (KV) Färbung durchgeführt. 

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 3,3 x 104 Zellen/mL in 96-Well Platten ausgesät 

(150 µL pro Well). Die Zugabe der Inhibitoren und die Inkubation erfolgten analog zur Analyse 

der Proliferation. Nach Inkubation mit den Inhibitoren wurden die Zellen mit PBS gewaschen 
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und mit 0,2% KV-Lösung für 10 Minuten auf einem Schüttler bei Raumtemperatur (RT) inku-

biert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, es wurde 1% SDS-Lösung hinzugege-

ben und 10 Minuten bei RT inkubiert. Die Absorption bei 570 nm wurde auf einem Promega 

GloMax®-Multi Microplate Multimode Reader gemessen. Die mit DMSO behandelte Kontroll-

gruppe entspricht 100%. 

 

4.2.3.3 Apoptose und Nekrose 

Die Apoptose und Nekrose der Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie mit Annexin-V-

FITC (BD GmbH, Heidelberg, Deutschland) und Propidiumiodid (PI, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH) analysiert. Die Zellen wurden nach der Behandlung mit den Inhibitoren und dem 

DMSO-Vehikel geerntet und gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit Annexin-V-FITC 

(5 µL für 15 Minuten bei RT) und PI (20 µg/mL direkt vor der Messung) inkubiert und mit einem 

FACSVerse™ (BD GmbH) Durchflusszytometer gemessen. Annexin-V-/PI- Zellen wurden als 

vital, Annexin-V+/PI- Zellen als frühe apoptotische Zellen und Annexin-V+/PI+ Zellen als späte 

apoptotische/nekrotische Zellen betrachtet. Die Daten wurden mit der BD FlowJo™ Software 

(BD GmbH) analysiert. 

 

4.2.3.4 Evaluation der Inhibitor-Kombinationen 

Die Wechselwirkung zwischen den Inhibitoren wurde anhand des Bliss-independent-Modells 

bewertet. Die Wechselwirkung der Hemmstoffkombination wurde anhand der Differenz zwi-

schen der beobachteten (EO) und vorhergesagten (EP) Hemmung der Kombinationstherapie 

bestimmt. Bei der Anwendung von zwei Inhibitoren wurde EP mit der folgenden Gleichung 

berechnet: EP = EA + EB - EA x EB, wobei EA und EB die relative Hemmung der Einzelinhibitoren 

A und B sind. Bei der Anwendung von drei Inhibitoren wurde EP mit der folgenden Gleichung 

berechnet: EP = EA + EB + EC - EA x EB - EA x EC - EB x EC - EA x EB x EC, wobei EA, EB und EC 

die relative Hemmung der Einzelinhibitoren A, B und C sind. EO > EP deutet auf eine synergis-

tische Wirkung hin, EO = EP auf eine additive Wirkung und EO < EP deutet auf eine antagonis-

tische Wirkung hin. Die Bliss-Werte für die Inhibitor-Kombinationen wurden auf der Grundlage 

der Ergebnisse der Proliferation und Quantifizierung der Biomasse berechnet. 

 

4.2.4 Statistik 

Jedes Experiment wurde in mindestens 3 biologisch unabhängigen Wiederholungen durchge-

führt. Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse, der Quantifizierung der Biomasse und der 

Analyse der Apoptose/Nekrose wurden als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) angegeben. 
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Die statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA oder Kruskal-Wallis-Test (je-

weils nach einem Test auf Normalverteilung) analysiert und wie folgt dargestellt: *: p < 0,033, 

**: p < 0,002, ***: p < 0,001. 

 

4.3 Studie III 

4.3.1 Inhibitoren 

BI-3406 wurde von Boehringer Ingelheim (Ingelheim am Rhein, Deutschland) über das opnMe 

Innovationsportal zur Verfügung gestellt. Trametinib und BKM120 wurden von Chemietek ge-

kauft. Für in vitro Untersuchungen wurden alle Inhibitoren in DMSO gelöst und in den angege-

ben Konzentrationen verwendet. Für in vivo Untersuchungen wurden die Inhibitoren in einer 

Mischung aus 60% Phosal50PG (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland), 30% PEG400 

(Merck KGaA) und 10% Ethanol (99,6%, unvergällt) gelöst. 

 

4.3.2 Zelllinie und Zellkultur  

Die 6606PDA-Zelllinie war ein freundliches Geschenk von Prof. Tuveson (Cold Spring Harbor 

Laboratory, USA)88. Die Zellen wurden in DMEM (4,5 g/L Glucose, PAN Biotech GmbH) mit 

10 % fetalem Kälberserum (FCS, PAN Biotech GmbH) und Penicillin/Streptomycin (100 U/ml, 

PAN Biotech GmbH) kultiviert. 

 

4.3.3 Assays 

Die Zellen wurden nach Zugabe der Inhibitoren für 48 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.  

 

4.3.3.1 Proliferation 

Zur Evaluation der Zellproliferation wurden 6606PDA-Zellen in einer Dichte von 2 x 10³ Zellen 

in 96-Well Platten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) ausgesät und 5-

Brom-2'-Deoxyuridin (BrdU, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Die Quan-

tifizierung erfolgte mit einem kolorimetrischen Zellproliferations-ELISA-Kit (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Deutschland) gemäß den Empfehlungen des Herstellers. Die Absorption wurde 

bei 450 nm mit einem Perkin Elmer Victor X3 Modell 2030 Multilabel Plate Reader (PerkinEl-

mer, Waltham, USA) gemessen. 

 

4.3.3.2 Apoptose und Nekrose 

6606PDA-Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 104 Zellen in 12-Well Platten (Greiner Bio-One 

GmbH) ausgesät und Apoptose und Nekrose wurden analog zu Studie II analysiert. 
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4.3.3.3 Evaluation der Inhibitor-Kombinationen 

Die Wechselwirkung zwischen den Inhibitoren wurde wie in Studie II evaluiert. 

 

4.3.4 PDAC-Tiermodell und Therapie 

Die orthotope Zellinjektion wurde wie in Studie I beschrieben vorgenommen. Anders als in 

Studie I wurden hier sowohl männliche als auch weibliche C57BL/6J Mäuse verwendet (zwi-

schen 16 und 23 Wochen alt) und es wurden jedem Tier zusätzlich 50 µL einer 6606PDA-

Zellsuspension (in HBSS, PAN Biotech GmbH) mit einer Konzentration von 7 x 106 Zellen/mL 

intravenös mittels eines Katheters ((0.28 mm ID, 0.61 mm OD), Smiths Medical International 

Ltd., Hythe, UK) in die laterale Schwanzvene injiziert. An Tag 4 nach Operation wurden die 

Tiere in Behandlungsgruppen randomisiert (Vehikel oder eine Kombination aus BI-3406, 

Trametinib und BKM120). Die Testsubstanzen und das Vehikel wurden vom 4. Tag bis zur 

Euthanasie am 36. Tag über eine orale Schlundsonde an 5 Tagen der Woche verabreicht. Die 

pro Schlündelung verabreichten Wirkstoffkonzentrationen waren: BI-3406 in einer Konzentra-

tion von 50 mg/kg (2 x pro Tag), Trametinib in einer Konzentration von 0,1 mg/kg (2 x pro Tag) 

und BKM120 in einer Konzentration von 30 mg/kg (1 x pro Tag). An Tag 36 nach der Injektion 

der Tumorzellen wurden die Mäuse ein letztes Mal geschlündelt und BrdU (2,5 µL/g Körper-

gewicht, 20 mg/mL) 1,5 – 2 Stunden vor der Euthanasie durch zervikale Dislokation in tiefer 

Narkose (4 – 5 Vol.-% Isofluran) intraperitoneal injiziert. Tumore, Lungen und Lebern wurden 

entnommen und entweder in 4 % PBS-gepuffertem Paraformaldehyd (PFA, Formafix GmbH, 

Düsseldorf, Deutschland) oder in flüssigem Stickstoff konserviert. 

 

4.3.5 Belastungsanalyse 

Die Analyse der Belastung erfolgte wie bereits für Studie I beschrieben. 

 

4.3.6 Statistik 

Alle Daten wurden mit GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.) analysiert und als Box-

Plot (einzelne Datenpunkte, Whisker zeigen Minimum und Maximum) oder als Balkendia-

gramm dargestellt. Die Überlebenswahrscheinlichkeit wurde mittels Kaplan-Meier-Schätzer 

evaluiert. Die statistische Signifikanz wurde je nach Anzahl der unabhängigen Variablen und 

den Datenmerkmalen mit unterschiedlichen Methoden ermittelt. Einzelheiten sind in den Ab-

bildungslegenden der Abbildungen 5 – 7 im Ergebnisteil der Studie III und der entsprechenden 

Publikation zu finden. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant angesehen. 
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V. Ergebnisse 

5.1 Studie I 

Ziel dieser Studie war es, mittels ROC-Kurven zu evaluieren, wie gut verschiedene Methoden 

der Belastungsanalyse zwischen gesunden und kranken Tieren (nach einer chirurgischen In-

tervention oder Induktion einer gastrointestinalen Erkrankung) unterscheiden können. Gleich-

zeitig wurde die Generalisierbarkeit, Robustheit und Reproduzierbarkeit der Methoden und der 

daraus resultierenden Interpretationen betrachtet. Besonderer Fokus soll hier auf dem Modell 

des Pankreaskarzinoms liegen. 

 

Die Veränderung des Körpergewichts nach Implantation eines Transmitters soll als Beispiel 

für die Unterscheidungsfähigkeit zwischen gesunden und kranken Tieren dienen (Abbildung 

3A – C). Der Vergleich des Körpergewichts zwischen einem Zeitpunkt vor der Transmitterim-

plantation (pre 1) mit dem Tag direkt danach (post) zeigt, dass die Tiere Gewicht verlieren 

(Abbildung 3A) und die mit diesen Daten generierte ROC-Kurve (AUC 0,90, 0,75 – 1,00 95% 

KI) eine signifikant bessere Unterscheidung ermöglicht, als es eine Methode mit einer AUC 

von 0,50 würde (p = 0,0028). Bei Veränderung der Ausgangsdaten (pre 2) bleibt diese 

Schlussfolgerung bestehen (Abbildung 3B). Eine Darstellung der Körpergewichtsveränderung 

als prozentuale Veränderung nach dem Eingriff (post) verglichen mit der Veränderung zwi-

schen den beiden Basistagen ((pre 1 – pre 2) x 100/pre 2) ermöglicht eine noch bessere Un-

terscheidung beider Datensätze und damit eine AUC von 1,00 (perfekte Unterscheidungsfä-

higkeit) mit einem p-Wert von 0,0002 (Abbildung 3C).  

Um die verschiedenen Methoden der Belastungsanalyse (Körpergewicht (BW), Buddeln (B), 

Nestbauverhalten (N), Belastungsscore (DSC) und FCM) miteinander vergleichen zu können, 

wurden die p-Werte in einer Heatmap dargestellt (Abbildung 3D – F). Nur zwei Methoden (Kör-

pergewicht und FCM) waren in der Lage, Tiere vor und nach orthotoper Injektion von 

6606PDA-Zellen in das Pankreas zu unterscheiden (Abbildung 3D, roter Rahmen). Zur Über-

prüfung, wie replizierbar diese Erkenntnis ist, wurden die Methoden zur Belastungsanalyse in 

zwei Kohorten von Tieren untersucht, die zu einem späteren Zeitpunkt verschiedene Thera-

pien erhalten haben (Abbildung 3E). Die Ergebnisse in beiden Gruppen waren annähernd 

identisch und die Methoden innerhalb dieses Modells damit als replizierbar anzusehen. Um zu 

evaluieren, ob kranke und gesunde Tiere über die Progression des Pankreaskarzinommodells 

hinweg unterschieden werden können, wurden die verschiedenen Methoden in der frühen, 

mittleren und späten Phase mit dem jeweiligen Wert vor Zellinjektion verglichen (Abbildung 

3F). Anhand der prozentualen Veränderung des Körpergewichts konnte zwischen Tieren vor 

Zellinjektion und in der mittleren und späten Phase des Krankheitsverlaufs unterschieden wer-

den, in der frühen Phase nur anhand des Buddelverhaltens (Abbildung 3F, roter Rahmen). 
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Abbildung 3: ROC-Kurven als Instrument zur Einschätzung der Diskriminierungsfähigkeit von Methoden 
der Belastungsanalyse 

Streudiagramme und ROC-Kurven beschreiben die Veränderungen des Körpergewichts von Mäusen nach der Im-

plantation eines Transmitters (A – C). Die ROC-Kurven wurden durch Auftragen der Sensitivität (richtig-positive 

Rate) gegen 1 - Spezifität (falsch-positive Rate) generiert. Das Körpergewicht einen Tag nach der Implantation 

(post) wird verglichen mit dem Körpergewicht 5 Tage vor der Implantation, dargestellt als Zeitpunkt pre 1 (A), oder 

mit dem Körpergewicht 2 Tage vor der Implantation, dargestellt als Zeitpunkt pre 2 (B). Die prozentuale Körperge-

wichtsänderung zwischen den beiden Tagen vor der Implantation wird mit der prozentualen Körpergewichtsände-

rung zwischen dem postoperativen Tag und dem Zeitpunkt pre 1 verglichen (C). Evaluation der Unterscheidungs-

fähigkeit der Methode zwischen Tieren vor und nach der Implantation eines Transmitters anhand der Fläche unter 

der Kurve (AUC), des Konfidenzintervalls (CI) und des p-Wertes, der angibt, wie signifikant der Unterschied zur 

Referenzlinie (rote gestrichelte Linie, keine Unterscheidungskraft) ist. N = 10 Mäuse. D: p-Werte zeigen an, wie 

signifikant unterschiedlich zu einer AUC von 0,5 (keine Unterscheidungskraft) die jeweiligen Belastungsparameter 

(BW = Körpergewicht, B = Buddelverhalten, N = Nestbauverhalten, DSC = Belastungsscore, FCM = fäkale Korti-

kosteronmetabolite) zwischen Tieren vor und nach Injektion von Pankreaskarzinomzellen unterscheiden können 

(roter Rahmen = C57Bl/6J Mäuse vor und nach Injektion von Pankreaskarzinomzellen, N = 14). E: Reproduzier-

barkeit und Robustheit der Unterscheidungsfähigkeit der einzelnen Methoden der Belastungseinschätzung. Beiden 

Gruppen (A und B) wurden 6606PDA-Zellen orthotop injiziert und zu einem späteren Zeitpunkt erfolgte eine Be-

handlung entweder mit Vehikel (N = 7) oder CHC + Met (N = 7). F: p-Werte zeigen an, wie signifikant unterschiedlich 

zu einer AUC von 0,5 (keine Unterscheidungskraft) die jeweiligen Belastungsparameter zwischen Tieren vor Injek-

tion von Pankreaskarzinomzellen und während der einzelnen Phasen des Experimentes (früh, mittel, spät) unter-

scheiden können (roter Rahmen, N = 14 Mäuse). 
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5.2 Studie II 

In dieser Studie wurden der SOS1:KRAS-Inhibitor BI-3406 und der KRAS-G12C-Inhibitor So-

torasib in verschiedenen Konzentrationen sowie in Kombination mit Buparlisib (BKM120) und 

Trametinib in humanen Pankreaskarzinomzelllinien mit verschiedenen Mutationen getestet. 

Hier wird im Detail nur auf Kombinationen mit BI-3406 und Zelllinien mit KRAS-G12D bzw. 

G12C-Mutation (AsPC-1 und MIA PaCa-2) eingegangen.  

 

BI-3406 allein erzielte selbst in der höchsten getesteten Konzentration von 10 µM nur einen 

maximalen inhibitorischen Effekt von 50% bezogen auf Proliferation und Biomasse der ver-

schiedenen Zelllinien (Abbildung 4A). Die Kombination von BI-3406 mit BKM120 oder Trame-

tinib führte zu signifikant verringerter Proliferation und Biomasse in AsPC-1-Zellen verglichen 

mit der DMSO-Kontrolle (Abbildung 4B). Die Dreifachkombination aus BI-3406, BKM120 und 

Trametinib wirkte dabei signifkant besser als jegliche Zweifachkombination (Abbildung 4B). 

Für alle getesteten Kombinationen konnte ein synergistischer Effekt festgestellt werden. Die 

Dreifachkombination wirkte ebenso besser als jegliche Zweifachkombination in der Induktion 

von Apoptose und Nekrose in AsPC-1-Zellen (Abbildung 4C). In MIA PaCa-2-Zellen zeigte 

sich ein vergleichbares Bild. Die Zweifachkombinationen aus BI-3406 und BKM120 oder 

Trametinib verringerten Proliferation und Biomasse der Zellen signifikant gegenüber der Kon-

trolle (Abbildung 4D). Die Dreifachkombination erzielte auch hier signifikant verringerte Prolife-

ration und Biomasse verglichen mit den Zweifachkombinationen (Abbildung 4D). Ebenso 

konnte ein synergistischer Effekt aller getesteten Kombinationen festgestellt werden. In der 

Induktion des Zelltodes war die Dreifachkombination auch in dieser Zelllinie signifikant besser 

als jegliche Zweifachkombination (Abbildung 4E). 
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Abbildung 4: Inhibition von Proliferation und Induktion von Zelltod durch BI-3406 allein und in Kombination  

A: Änderung der Proliferationsrate und Biomasse in verschiedenen humanen PDAC-Zelllinien durch Exposition mit 

verschiedenen Konzentrationen von BI-3406. B: Proliferation und Biomasse von AsPC-1-Zellen 72 h nach Zugabe 

von 4 µM BI-3406, 0,001 µM Trametinib und 0,3 µM BKM120 allein oder in Kombination und Analyse des Syner-

gismus mittels Bliss-independent-Modell. C: Analyse des Zelltodes (Apoptose + Nekrose) in AsPC-1-Zellen 72 h 

nach Zugabe von 4 µM BI-3406, 0,001 µM Trametinib und 0,3 µM BKM120 allein oder in Kombination. D: Prolife-

ration und Biomasse von MIA PaCa-2-Zellen 72 h nach Zugabe von 4 µM BI-3406, 0,0025 µM Trametinib und 

0,6 µM BKM120 allein oder in Kombination und Analyse des Synergismus mittels Bliss-independent-Modell. E: 

Analyse des Zelltodes (Apoptose + Nekrose) in MIA PaCa-2-Zellen 72 h nach Zugabe von 4 µM BI-3406, 0,0025 µM 

Trametinib und 0,6 µM BKM120 allein oder in Kombination. N = mind. 3 unabhängige biologische Replikate. Die 

Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) angegeben. Die Signifikanz eines Behandlungseffekts im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle wurde mittels einfaktorieller ANOVA bestimmt und als *: p < 0,033, **: p < 0,002, ***: 

p < 0,001 dargestellt. Die Signifikanz des Behandlungseffektes für zwei Inhibitoren im Vergleich zu drei Inhibitoren 

wurde durch einfaktorielle ANOVA bestimmt und als # (Proliferation), § (Biomasse): p < 0,033; ##, §§: p < 0,002, 

###; §§§: p < 0,001 dargestellt. BI: BI-3406; T: Trametinib; B: BKM120; EP: vorhergesagter Effekt durch das Bliss-

independent-Modell; EO: beobachteter Effekt. 
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5.3 Studie III 

Die in Studie II in vitro getestete Kombination aus BI-3406, Trametinib und BKM120 wurde in 

dieser Studie in einem syngenen, orthotopen und metastasierten Modell des Pankreaskarzi-

noms in weiblichen und männlichen Mäusen C57BL/6J getestet.  

 

Zunächst wurden die Unterschiede zwischen Männchen und Weibchen ohne therapeutische 

Intervention (Vehikelgruppe) evaluiert. Männliche Mäuse hatten eine signifikant geringere 

Überlebenswahrscheinlichkeit als weibliche (Abbildung 5A). Das Tumorgewicht 36 Tage nach 

Tumorzellinjektion war in Weibchen signifikant geringer als in Männchen (Abbildung 5B), ob-

wohl es keinen Unterschied in der Proliferation der Tumorzellen zwischen den Geschlechtern 

gab (Abbildung 5C). Die Anzahl CD8-positiver Zellen im Tumor war in Weibchen signifikant 

höher als in Männchen (Abbildung 5D).  

 

In den Belastungsparametern Körpergewicht, Buddeln und dem Belastungsscore ergaben sich 

signifikante Unterschiede zwischen Männchen und Weibchen in der späten Phase des Expe-

rimentes (Abbildung 5E – G). Das Körpergewicht der männlichen Tiere war am Ende des Ex-

perimentes signifikant gegenüber dem der Weibchen verringert (Abbildung 5E). Ebenso war 

das Buddelverhalten der männlichen Tiere signifikant gegenüber dem der weiblichen Tiere 

verringert (Abbildung 5F). Der Belastungsscore in männlichen Mäusen war signifikant erhöht 

im Vergleich zu weiblichen Mäusen in der späten Phase (Abbildung 5G). Das Nestbauverhal-

ten und die Konzentration fäkaler Kortikosteronmetabolite unterschieden sich hingegen nicht 

signifikant zwischen den Geschlechtern (Abbildung 5H – I). 
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Abbildung 5: Unterschiede in Überlebenswahrscheinlichkeit, Tumorgewicht, -proliferation und -infiltration 
sowie Belastung zwischen Männchen und Weibchen im PDAC-Modell 

A: Überlebenswahrscheinlichkeit von Weibchen und Männchen (Kaplan-Meier-Schätzer und Log-Rang Mantel-

Cox-Test, * p < 0,05). B: Tumorgewicht überlebender weiblicher und männlicher Tiere 36 Tage nach 6606PDA-

Zellinjektion (t-Test für unabhängige Stichproben mit Welch-Korrektur, * p < 0,05). C: Vergleich der Tumorzell-

proliferation in überlebenden weiblichen und männlichen Tieren 36 Tage nach 6606PDA-Zellinjektion (t-Test für 

unabhängige Stichproben mit Welch-Korrektur, NS). D: Vergleich CD8α-positiver Zellen in überlebenden weiblichen 

und männlichen Tieren 36 Tage nach 6606PDA-Zellinjektion (Mann-Whitney-Test, * p < 0,05). E – I: Körperge-

wichtsänderung (E), Buddelverhalten (F), Belastungsscore (G), Nestbauverhalten (H) und fäkale Kortikosteronme-

tabolite (I)verglichen zwischen überlebenden weiblichen und männlichen Tieren (zweifaktorielle ANOVA mit Mess-

wiederholung und Sidak-Post-hoc-Test, * p < 0,05). Prä, akute, frühe, mittlere und späte Phase entsprechen den 

Phasen des Experimentes. Details der Methodik sind der Publikation zu entnehmen. 
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Die Wirkung der in Studie II erfolgreich an humanen Zelllinien getesteten Dreifachtherapie 

sollte in dieser Studie anhand der für die Tumorinduktion verwendeten, murinen Zelllinie 

6606PDA (KRAS-G12D-Mutation) verifiziert werden. Die verwendeten Konzentrationen (BI-

3406: 10 µM, Trametinib: 0,064 µM, BKM120: 1 µM) entsprachen gerundet der halben IC50 für 

die Inhibition der Proliferation der einzelnen Verbindungen (Fig. S4, Studie III89). Im Vergleich 

zur DMSO-Kontrolle, den einzelnen Therapeutika und den Zweifachkombinationen verringerte 

die Dreifachtherapie die Proliferation der Zellen signifikant mehr (Abbildung 6A). Für alle ge-

testeten Kombinationen konnten synergistische Effekte in der Inhibition der Proliferation fest-

gestellt werden (Abbildung 6B). Die Dreifachkombination induzierte signifikant mehr Zelltod 

als die DMSO-Kontrolle, die einzelnen Therapeutika und die Kombination aus BI-3406 und 

BKM120 (Abbildung 6C). Auch für die Induktion des Zelltodes konnten für alle Kombinationen 

synergistische Effekte festgestellt werden (Abbildung 6D).  

 

Nach erfolgreicher in vitro Evaluation wurde die Dreifachtherapie in vivo in weiblichen und 

männlichen C57BL/6J-Mäusen getestet, welchen orthotop und intravenös murine 6606PDA-

Pankreaskarzinomzellen injiziert wurden. Den Tieren wurde täglich, außer am Wochenende, 

zweimal BI-3406 und Trametinib sowie einmal BKM120 oder ausschließlich die Vehikellösung 

per Schlundsonde verabreicht.  

Weder in weiblichen noch in männlichen Tieren konnte bis zum Ende des Experimentes eine 

signifikante Verbesserung der Überlebenswahrscheinlichkeit durch die Therapie erreicht wer-

den (Abbildung 7A – B). In weiblichen Tieren erreichte die Therapie keine signifikante Verän-

derung des Tumorgewichtes verglichen mit der Vehikelgruppe (Abbildung 7C), während das 

Tumorgewicht in männlichen mit der Therapie behandelten Tieren signifikant verringert war 

(Abbildung 7D). Die auf das durchschnittliche Tumorgewicht mit Vehikel behandelter Tiere des 

jeweiligen Geschlechts normalisierte Therapieeffektivität war signifikant höher in Männchen 

als in Weibchen (Abbildung 7E). Auf die Proliferation der Tumorzellen hatte die Therapie weder 

in Weibchen noch in Männchen einen signifikanten Einfluss (Abbildung 7F – G). Die Anzahl 

der CD8-positiven Zellen im Tumor wurde in Weibchen durch die Therapie signifikant negativ 

beeinflusst (Abbildung 7H), während in Männchen keine signifikante Änderung beobachtet 

wurde (Abbildung 7I). 
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Abbildung 6: Inhibition von Proliferation und Induktion von Zelltod durch BI-3406 allein und in Kombination 
in 6606PDA-Zellen 

A: Änderung der Proliferationsrate von 6606PDA-Zellen nach 48 h Inkubation mit 10 µM BI-3406 (BI), 0,064 µM 

Trametinib (T) und 1 µM BKM120 (BKM) einzeln oder in Kombination (N = 6, Vergleich mit Dreifachkombination, 

einfaktorielle ANOVA mit Dunnet-Post-hoc-Test, * p < 0,05). B: Analyse der Synergie der drei Therapeutika in der 

Inhibition der Proliferation mit dem Bliss-independent-Modell. C: Induktion des Zelltodes von 6606PDA-Zellen nach 

48 h Inkubation mit 10 µM BI-3406 (BI), 0,064 µM Trametinib (T) und 1 µM BKM120 (BKM) einzeln oder in Kombi-

nation (N = 10, Vergleich mit Dreifachkombination, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Post-hoc-Test, * p < 0,05). D: Ana-

lyse der Synergie der drei Therapeutika in der Induktion des Zelltodes mit dem Bliss-independent-Modell. 
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Abbildung 7: in vivo Effekte der Dreifachtherapie (BI-3406, Trametinib, BKM120) im Vergleich zum Vehikel 
in männlichen und weiblichen Mäusen 

A, B: Überlebenswahrscheinlichkeit von weiblichen (A) und männlichen (B) Tieren, die entweder eine Dreifachthe-

rapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 oder Vehikellösung erhalten haben (Kaplan-Meier-Schätzer und Log-

Rang Mantel-Cox-Test, NS). C, D: Tumorgewicht in weiblichen (C) und männlichen (D) Tieren, die entweder eine 

Dreifachtherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 oder Vehikellösung erhalten haben (C: t-Test für unabhän-

gige Stichproben, NS; D: Mann-Whitney-Test, * p < 0,05). E: Ansprechen der Therapie als auf das durchschnittliche 

Tumorgewicht der mit Vehikel behandelten Tiere des gleichen Geschlechts normalisierter Quotient in Prozent, ver-

glichen zwischen Weibchen und Männchen (Mann-Whitney-Test, * p < 0,05). F, G: Tumorzellproliferation in weib-

lichen (F) und männlichen (G) Tieren, die entweder eine Dreifachtherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 

oder Vehikellösung erhalten haben (t-Test für unabhängige Stichproben, NS). H, I: CD8α-positive Zellen in weibli-

chen (H) und männlichen (I) Tieren, die entweder eine Dreifachtherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 oder 

Vehikellösung erhalten haben (H: Mann-Whitney-Test, * p < 0,05, I: t-Test für unabhängige Stichproben, NS). 
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VI. Diskussion 

6.1 Belastung im Modell des Pankreaskarzinoms und durch therapeutische 

 Intervention 

Experimentelle Prozeduren sind belastend für Labortiere90. Diese Belastung kann sich negativ 

auf das Ergebnis und die Validität wissenschaftlicher Studien auswirken91,92. Refinement, das 

Verbessern experimenteller Prozeduren in tierexperimentellen Studien, steht als eine der drei 

grundlegenden Säulen des 3R-Prinzips dafür, die Belastung von Tieren während dieser expe-

rimentellen Studien zu minimieren. Das setzt voraus, dass die Belastung von Tieren in Versu-

chen verlässlich evaluiert werden kann. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Studie I untersucht, inwieweit verschiedene Methoden der 

Belastungsanalyse geeignet sind, um in einem syngenen, orthotopen Modell des Pankreas-

karzinoms Tiere vor und nach Induktion des Tiermodells zu unterscheiden. Desweiteren wurde 

in Studie III die Frage beantwortet, ob männliche und weibliche Tiere innerhalb des Modells 

unterschiedliche Belastung erfahren. In den Studien I und III wurde ebenfalls evaluiert, ob Me-

thoden der Belastungsanalyse geeignet sind, Tiere vor und nach Induktion des Modells mit 

und ohne Therapie zu unterscheiden und ob es Unterschiede in der Belastung zwischen Tie-

ren mit und ohne Therapie gibt. 

 

Bezogen auf das Modell des Pankreaskarzinoms zeigte sich in Studie I, dass nur wenige Me-

thoden geeignet sind, um Tiere vor und nach Injektion von Karzinomzellen zu unterscheiden. 

Die Analyse des Buddelverhaltens sowie die Analyse der FCM waren geeignet, um Tiere vor 

und direkt nach Induktion des Modells zu unterscheiden. Eine Erklärung dafür, warum andere 

Methoden in der Unterscheidung scheiterten, kann sein, dass die Injektion von Karzinomzellen 

rein als Intervention keine Belastung auslöst, die mit Methoden wie der Analyse des Körper-

gewichts, dem Nestbauverhalten oder dem klinischen Belastungsscore gemessen werden 

kann. Ebenso kann ein Einfluss der perioperativen Analgesie angenommen werden. Beson-

ders für den Parameter des Buddelverhaltens hat sich gezeigt, dass perioperative Analgesie 

das Buddelverhalten nach Laparotomie verbessern kann93. Im Vergleich mit zum Beispiel der 

Implantation eines Transmitters zeigt sich, dass jegliche Methode geeignet ist, Tiere vor und 

direkt nach der Implantation anhand der akuten Belastung zu unterscheiden. Die Implantation 

eines Transmitters nimmt deutlich mehr Zeit in Anspruch und führt sehr wahrscheinlich auch 

nach dem Eingriff zu reduziertem Wohlergehen, da der Transmitter ein erhebliches Volumen 

im Bauchraum einnimmt. Dies wird umso deutlicher, wenn man die Belastung, welche durch 

eine Transmitterimplantation verursacht wird, direkt mit der Belastung durch Karzinomzellin-

jektion vergleicht. Kumstel et al. konnten zeigen, dass alle hier besprochenen Belastungspa-

rameter auf signifikant höhere Belastung durch eine Transmitterimplantation verglichen mit der 
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Injektion von Karzinomzellen hindeuten79. Daher ist es denkbar, dass einige dieser Methoden 

nicht sensitiv genug sind, die durch die Injektion der Karzinomzellen ausgelöste Belastung zu 

erfassen. Die Unterscheidungsfähigkeit von Tieren direkt vor und nach Injektion von Karzi-

nomzellen anhand der Buddelaktivität und FCM können als robust angesehen werden, da in 

zwei verschiedenen Kohorten die gleichen Ergebnisse erhalten und daher die gleichen 

Schlussfolgerungen gezogen wurden. Die Analyse im Zeitverlauf des Tiermodells zeigte, dass 

grundsätzlich nur die Körpergewichtsänderung geeignet ist, um Tiere vor Injektion der Karzi-

nomzellen und in der mittleren bzw. späten Phase zu unterscheiden. Tumorerkrankungen sind 

generell progressiver Natur und Kachexie als Symptom einer Tumorerkrankung ist in vielen 

Karzinommodellen zu beobachten94. Daher wird die Inklusion des Körpergewichts als Para-

meter für die Bewertung einer Kachexie in präklinischen Krebsstudien empfohlen95,96. Ebenso 

gilt die Änderung des Körpergewichts als einer der zuverlässigsten Parameter, um humane 

Endpunkte für verschiedenste Tiermodelle zu definieren8. Allerdings gilt dies nicht uneinge-

schränkt für alle Tumormodelle, da vor allem schnell wachsende Tumore einen Verlust des 

Körpergewichts maskieren können97 und daher zusätzliche Methoden, wie der Body-Condition 

Score (BCS)84 oder das um das Tumorgewicht bereinigte Körpergewicht98 nötig sein können. 

Weiterhin zeigte sich, dass speziell für orthotope Modelle des Pankreaskarzinoms reduziertes 

Wohlergehen und Gewichtsverlust mit dem Ort der orthotopen Zellinjektion assoziiert sein kön-

nen. In einer Vergleichsstudie zwischen Tumorzellinjektionen in den Kopf und den Schwanz 

des Pankreas wurde festgestellt, dass Tiere durch Injektionen in den Pankreaskopf durch In-

vasion des Tumors in das Duodenum und durch Verschluss des Gallengangs früher eine Be-

einträchtigung des Gesundheitszustandes entwickelten und früher verstarben99. In dieser Stu-

die wurden ausschließlich männliche Tiere verwendet und auch im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit konnte innerhalb von Studie III signifikant häufiger invasives Tumorwachstum in männ-

lichen Tieren beobachtet werden (Fig. 1F, Studie III89). Dies könnte ebenso darauf hindeuten, 

dass je nach Krankheitsmodell einige Parameter der Belastungsanalyse nur eine geschlechts-

spezifische Aussagekraft haben. 

Allgemein war in Studie I die Generalisierbarkeit der Methoden über verschiedene Tiermodelle 

hinweg gering, was dafür spricht, dass je nach Tiermodell unterschiedliche Methoden verwen-

det werden sollten, um die Belastung von Tieren optimal zu erfassen. Diese Ergebnisse spie-

geln sich auch in dem Bestreben wider, Belastung mit Hilfe von multiparametrischen „compo-

site scores“ zu analysieren100,101.  

 

Innerhalb von Studie III wurde untersucht, ob sich männliche und weibliche Tiere in der Belas-

tung während des Experimentes unterscheiden. Grundsätzlich unterschieden sich männliche 

und weibliche Tiere anhand ihrer Belastung nur in der späten Phase des Experimentes signi-

fikant. Männchen verloren mehr Körpergewicht, zeigten weniger Buddelaktivität und hatten 
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einen höheren Belastungsscore. Das Nestbauverhalten und FCM unterschieden sich auch in 

der späten Phase nicht signifikant zwischen den Geschlechtern. Da männliche Tiere im Karzi-

nommodell mit signifikant höherer Wahrscheinlichkeit vor Ende des Experimentes anhand de-

finierter Endpunkte euthanasiert werden mussten und ebenso signifikant größere Tumore aus-

bildeten, war eine grundsätzlich höhere Belastung zu erwarten. Dabei muss jedoch beachtet 

werden, dass für die Auswertung der Belastung nur Tiere analysiert wurden, die bis zum Ende 

des Experimentes überlebt haben. Tiere, die bereits früher hohe Belastung erfahren haben 

und aufgrund dieser euthanasiert wurden, sind nicht in die Auswertung eingegangen. Ebenso 

muss beachtet werden, dass ein Verlust des Körpergewichtes von mehr als 10% auch immer 

in einem erhöhten Belastungsscore resultiert. Der signifikant höhere Verlust des Körperge-

wichtes und der signifikant erhöhte Belastungsscore in Männchen müssen also im Zusam-

menhang betrachtet werden. Geschlechtsunterschiede in Inzidenz, Mortalität und Ausprägung 

verschiedener Krebserkrankungen sind klinisch etabliert und in aller Regel sind Männer stärker 

betroffen als Frauen73,102,103. In verschiedenen immunkompetenten Tumormodellen konnten 

diese Geschlechtsunterschiede ebenfalls beobachtet werden und vor allem die Inhibition der 

adaptiven Immunantwort durch Androgene in männlichen Tieren als ursächlicher Faktor aus-

findig gemacht werden75,104,105. Unterschiede in der adaptiven Immunantwort konnten auch in 

dem in dieser Arbeit besprochenen Modell beobachtet werden, da männliche Tiere signifikant 

weniger intratumorale CD8-positive Zellen aufwiesen als weibliche. Ebenso konnten Metasta-

sen und invasives Tumorwachstum signifikant häufiger in Männchen beobachtet werden (Fig. 

1E und F, Studie III89). Die höhere Belastung in Männchen hat also mit hoher Wahrscheinlich-

keit einen physiologischen Ursprung in der deutlich stärkeren Ausprägung des Tumormodells. 

 

Weiterhin wurde im Rahmen der Belastungseinschätzung in Studie I und III untersucht, ob sich 

die Therapie des Pankreaskarzinoms in einer veränderten Belastung niederschlägt. In Studie 

I wurde der Frage nachgegangen, ob Tiere vor Injektion der Karzinomzellen und danach an-

hand der Therapie (Vehikel oder Metformin + CHC) unterschieden werden können (Fig. 4, 

Studie I106). Keine der untersuchten Methoden war in der Lage, Tiere vor und nach Injektion 

der Karzinomzellen zu unterscheiden, unabhängig von der verabreichten Therapie. Das kann 

bedeuten, dass die Interventionstherapie (Metformin + CHC) nicht plötzlich dazu führt, dass 

Tiere vor und nach Injektion der Karzinomzellen + Therapie unterschieden werden können und 

die Therapie daher nicht zu einer erhöhten Belastung führt. Allerdings sind die meisten der 

untersuchten Methoden, je nach Fragestellung, ohnehin kaum in der Lage zwischen Tieren 

vor und nach Zellinjektion zu unterscheiden, möglicherweise weil das Modell kaum Belastung 

verursacht oder die Methoden nicht sensitiv genug sind, um diese zu erfassen. Ebenso wurden 

hier die Daten aus den verschiedenen Phasen (früh, mittel, spät) des Experimentes gepoolt 
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und mit der Präphase verglichen und desweiteren die Vehikelgruppe nicht mit der Interventi-

onsgruppe sondern nur die jeweiligen Gruppen vor und nach Injektion der Zellen + Therapie 

verglichen. Die Aussagekraft der Daten im Hinblick auf eine potentielle Belastung durch die 

Therapie ist daher mit Einschränkungen zu betrachten.  

In Studie III wurde eine mögliche Belastung durch die Therapie anhand der bisher besproche-

nen Belastungsparameter (Fig. S8, Studie III89) sowie laborchemischer Parameter (AST, ALT, 

Kreatinin, LDH, C-Peptid; Fig. 5, Studie III89) im Vergleich der Vehikelgruppe mit der Therapie-

gruppe (BI-3406 + Trametinib + BKM120) pro Geschlecht analysiert. Im Vergleich der Belas-

tungsparameter gab es lediglich einen signifikanten Unterschied im Belastungsscore zwischen 

mit Vehikel und mit der Therapie behandelten weiblichen Tieren. Alle anderen Parameter un-

terschieden sich weder in Männchen noch in Weibchen signifikant. Der signifikant erhöhte 

Belastungsscore in weiblichen mit Therapie behandelten Tieren war nicht durch einen signifi-

kanten Körpergewichtsverlust im Vergleich mit der Vehikelgruppe bedingt, sondern maßgeb-

lich durch die Beobachtung eines gesträubten Fells, welches mit 2 bewertet wird. Diese Be-

obachtung ist generell sehr subjektiv und abhängig vom Beobachter. Die Interpretation, dass 

die Therapie weibliche Tiere übermäßig dazu veranlasst ihre Fellpflege zu vernachlässigen, 

ist möglich aber wenig wahrscheinlich, da keine anderen Parameter auf eine erhöhte Belas-

tung hinweisen. Weiterhin ergab die Analyse der laborchemischen Parameter in beiden Ge-

schlechtern eine signifikant erhöhte C-Peptid Plasmakonzentration. Diese Erhöhung kann auf 

den Wirkmechanismus von BKM120 zurückgeführt werden, welches über die Inhibition der 

PI3K ein Insulin-Feedback auslöst und so ebenfalls die C-Peptid Plasmakonzentration er-

höht107-109. Da es in Männchen keine signifikanten Unterschiede in der Belastung zwischen mit 

Vehikel und Therapie behandelten Tieren gab und in Weibchen der Unterschied in der Belas-

tung lediglich auf der subjektiven Beobachtung des gesträubten Fells in therapierten Tieren 

beruhte, spiegelte sich die signifikante Erhöhung der C-Peptid Plasmakonzentration scheinbar 

nicht in der Belastung der Tiere wider. Grundsätzlich sind die hier verwendeten Methoden der 

Belastungsanalyse zumindest teilweise geeignet, um unterschiedliche Belastung während 

Therapie des orthotopen Pankreaskarzinommodells zu evaluieren30. Daher kann geschluss-

folgert werden, dass die hier verwendete Therapie keine zusätzliche Belastung in den Tieren 

auslöst oder die verwendeten Methoden der Belastungsanalyse nicht sensitiv genug sind, eine 

zusätzliche Belastung durch die Therapie zu erfassen.  

 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass nur wenige Methoden geeignet sind, um Tiere vor und 

nach Induktion des Pankreaskarzinommodells zu unterscheiden. Im späteren Verlauf des Mo-

dells bietet sich vor allem die Körpergewichtsänderung als Parameter zur Unterscheidung an. 

Weiterhin zeigte sich, dass männliche und weibliche Tiere in der späten Phase des Modells 
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unterschiedlich stark belastet sind, was durch die geschlechtsspezifische Ausprägung des Tu-

mormodells erklärt werden kann. Weiterhin ist die Analyse der zusätzlichen Belastung durch 

eine therapeutische Intervention grundsätzlich möglich, jedoch konnte weder für die in Studie 

I noch die in Studie III verwendete Therapie eine zusätzliche Belastung festgestellt werden, 

wobei diese Interpretation vor allem mit Blick auf die Analyse in Studie I mit Bedacht betrachtet 

werden sollte. 

 

6.2 Effektivität der kombinierten Inhibition von SOS1, MEK1/2 und PI3K in vitro 

 und in vivo 

KRAS-Mutationen zählen zu den häufigsten Treibermutationen in diversen Krebsarten110. Die 

Auswahl an wirksamen und zielgerichteten Therapien hat sich in den letzten Jahren zwar er-

weitert, doch für die häufigste PDAC-Mutation, G12D, existieren bislang keine spezifischen, 

zugelassenen Therapien. Da bereits kurz nach der Markteinführung Resistenzen gegen 

G12C-Inhibitoren wie Sotorasib beobachtet wurden55, spielt die Suche nach effektiven Kombi-

nationstherapien weiterhin eine wichtige Rolle. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Studie II und Studie III eine bis dahin ungetestete Kombi-

nationstherapie aus BI-3406, Trametinib und BKM120 in verschiedenen PDAC-Zelllinien (hu-

man und murin) sowie in einem syngenen, orthotopen Mausmodell auf ihre Wirksamkeit un-

tersucht. Zusätzlich wurde der Einfluss des Geschlechts der verwendeten C57BL/6J Mäuse 

auf die Wirksamkeit der Therapie analysiert. 

 

Die alleinige Applikation von BI-3406 erwies sich in Konzentrationen von bis zu 10 µM als 

unzureichend, um die Proliferation und Biomasse verschiedener humaner PDAC-Zelllinien um 

mehr als 50% zu verringern. In Kombination mit Trametinib und BKM120 zeigten sich starke 

synergistische Effekte und sowohl in AsPC-1 (G12D) als auch in MIA PaCa-2-(G12C) Zellen 

konnten Proliferation und Biomasse effektiv verringert und Zelltod induziert werden. Interes-

santerweise wirkten im Vergleich Kombinationen mit Sotorasib statt BI-3406 in AsPC-1-Zellen 

nur additiv (Fig. 4a, Studie II111) und ein synergistischer Effekt konnte nur in MIA PaCa-2-Zellen 

bestätigt werden (Fig. 4d, Studie II111). Dies unterstreicht, dass während Kombinationen mit 

Sotorasib effektiv in G12C-mutierten Zellen eingesetzt werden können, Kombinationen mit BI-

3406 ein breiteres Wirkspektrum bieten und so die Grundlage einer Therapie verschiedenster 

KRAS-mutierter Tumore bilden können. 

Die Ergebnisse der Experimente mit Kombinationen aus BI-3406, Trametinib und BKM120 

konnten größtenteils in der murinen Zelllinie 6606PDA reproduziert werden. Die Dreifachkom-

bination verringerte die Proliferation und induzierte den Zelltod in synergistischer Weise. 
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Trametinib als einzelne Verbindung war in der angewandten Konzentration bereits sehr effek-

tiv darin, Zelltod in 6606PDA-Zellen zu induzieren. In Kombination mit BI-3406 und BKM120 

ergaben sich so zwar synergistische Effekte, allerdings keine signifikant besseren Ergebnisse 

verglichen mit Zweifachkombinationen aus Trametinib und BKM120 oder BI-3406. Bereits in 

Studie II konnte Trametinib in AsPC-1-Zellen signifikant mehr Zelltod induzieren als die DMSO-

Kontrolle, obwohl um den Faktor 6 geringere Konzentrationen verwendet wurden als für die 

Inkubation der 6606PDA-Zellen in Studie III. Andere humane G12D-Zelllinien, wie PANC-1 

oder SW1990, sind eher mit erhöhter Resistenz gegenüber MEK-Inhibition assoziiert112,113 und 

die Sensitivität der AsPC-1 Zelllinie gegenüber MEK-Inhibition könnte unter anderem durch 

die zusätzlichen Mutationen in SMAD4 und CDKN2A begründet sein112. Da die murine 

6606PDA-Zelllinie ähnlich sensitiv auf alleinige MEK-Inhibition reagiert, sollten für zukünftige 

Studien mit dieser Zelllinie mögliche Mutationen in weiteren Schlüsselgenen mittels Whole 

Exome Sequencing (WES) aufgeklärt werden. 

Im Tierversuch zeigte sich, dass die Therapie lediglich in Männchen eine effektive Wirkung 

entfaltete. Die Therapie verringerte nur in männlichen Tieren verglichen mit der Vehikelgruppe 

das Tumorgewicht signifikant, erhöhte die Überlebenswahrscheinlichkeit geringfügig und 

führte zu etwas weniger invasivem Tumorwachstum (Fig. 4G, Studie III89). Die Therapie ver-

ringerte in keinem der beiden Geschlechter die Proliferation der Tumorzellen im Vergleich zur 

Vehikelgruppe signifikant. Diese Ergebnisse deuten auf einen erheblichen Einfluss des Ge-

schlechts auf die Wirksamkeit der Therapie hin. Die Expression von Rezeptoren für Ge-

schlechtshormone auf PDAC-Zellen wurde bereits nachgewiesen114-116 und insbesondere ß-

Estradiol soll in der Lage sein, PDAC-Zellen für Chemotherapie zu sensitivieren115. Im Rahmen 

der Studie III kamen wir in Zellkulturexperimenten, die evaluieren sollten, welchen Einfluss 

sowohl männliche als auch weibliche Sexualhormone auf die Effektivität der getesteten Drei-

fachtherapie haben, zu gegensätzlichen Ergebnissen (Fig. S6, Studie III89). ß-Estradiol verrin-

gerte in physiologischen Konzentrationen117 die Effektivität der Therapie signifikant, sowohl im 

Vergleich zur Kontrolle ohne Sexualhormone als auch im Vergleich zur Therapie + Testoste-

ron. Daher ist ein direkter, inhibitorischer Effekt auf die Therapie durch weibliche Sexualhor-

mone durchaus denkbar. Desweiteren sind Geschlechtsunterschiede in Pharmakodynamik 

und –kinetik weithin publiziert118,119. Als zugrundeliegende Mechanismen sind unter anderem 

die geschlechtsspezifische Expression von Effluxpumpen und metabolisierenden Enzymen 

sowie der direkte Einfluss von Sexualhormonen beschrieben120-123. Dies kann direkten Einfluss 

auf die systemische Verfügbarkeit und Eliminierung verabreichter Substanzen haben. Für die 

in Studie II und III verwendete Substanzklasse der niedermolekularen Verbindungen (small 

molecules) scheint der systemische Substanzspiegel nur ein suboptimales Korrelat für den 

Substanzspiegel am Wirkort, wie zum Beispiel im Tumor, zu sein124. Daher wurde in Studie III 

in einem Teil der Tiere sowohl im Plasma als auch im Tumor der Wirkstoffgehalt mittels LC/MS-
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MS bestimmt (Tabellen 1 und S8, Studie III89). Dabei wurde festgestellt, dass zum Zeitpunkt 

der Euthanasie weder im Tumor noch im Plasma bedeutsame Unterschiede in den Medi-

ankonzentrationen zwischen Männchen und Weibchen vorherrschten. Obwohl die Interpreta-

tion dieser Daten weitgehend durch eine geringe Stichprobengröße limitiert ist, bleibt die wich-

tige Aussage, dass die Therapie in beiden Geschlechtern ihren Zielort, den Tumor, erreicht. 

Unter anderem die Verringerung der Anzahl der CD8-positiven Zellen durch die Therapie in 

Weibchen deutete auf einen geschlechtsspezifischen inhibitorischen Effekt auf die adaptive 

Immunantwort hin. Sowohl Trametinib als auch BKM120 sind als potente Inhibitoren der Im-

munzellproliferation, -aktivierung und -funktion in der Literatur beschrieben125-129. In therapier-

ten weiblichen Tieren wurden verglichen mit der Vehikelgruppe sowohl die Anzahl CD8-posi-

tiver Zellen als auch die PD-L1-positive Fläche (Fig. S13A, Studie III89) im Tumor signifikant 

verringert, was in männlichen Tieren (Fig. S13B, Studie III89) nicht beobachtet wurde. Die PD-

L1-positive Fläche in mit Vehikellösung behandelten Weibchen war stark assoziiert mit immu-

nologischen Läsionen, geprägt durch verschiedene, in den Tumor infiltrierende Immunzellen. 

In einigen klinischen Studien verschiedener Krebserkrankungen hat sich die PD-L1-Expres-

sion auf Immunzellen als positiver prognostischer Faktor herausgestellt130-133, weshalb die Ver-

ringerung der Anzahl der CD8-positiven Zellen und der PD-L1-positiven Fläche in therapierten 

Weibchen zusammengenommen als Hinweis auf die immunsuppressive Wirkung der Therapie 

interpretiert werden kann. Auch das Auftreten von Lungenmetastasen in weiblichen Tieren 

wurde nur unter Therapie beobachtet (Fig. 4H, Studie III89). Zusammengenommen lassen 

diese Daten den Schluss zu, dass die Therapie vor allem in Weibchen immunsuppressive 

Effekte hat, welche eine effektivere Therapiewirkung, wie sie in männlichen Tieren beobachtet 

wurde, verhindern. Limitiert wird die Aussagekraft dieser Daten vor allem durch die Verwen-

dung von nur einem Tiermodell. Syngene, orthotope Karzinommodelle sind effizient, da sie mit 

wenig Aufwand und Kosten relevante Ergebnisse liefern können134. Jedoch ist die translatio-

nale Nähe von (Patienten-abgeleiteten) Xenograft-Modellen in Allograft-Modellen nicht gege-

ben66. Allerdings wären die geschlechtsspezifischen immunologischen Effekte, wie sie im hier 

verwendeten syngenen Modell beobachtet wurden, in einem immuninkompetenten Tierstamm 

unentdeckt geblieben. Dies unterstreicht sowohl die Wichtigkeit der Implikation des Immun-

systems als auch der Inklusion beider Geschlechter in präklinische Therapiestudien, da Ge-

schlechtsunterschiede im klinischen Alltag durchaus ernsthafte Konsequenzen wie Unterdo-

sierung oder schwere Nebenwirkungen haben können119,135,136. 

 

Zusammenfassend wirkt die Therapie sowohl in humanen als auch in der verwendeten muri-

nen Zelllinie synergistisch in der Inhibition der Proliferation und der Induktion des Zelltods. Im 

Tiermodell konnte eine Wirkung nur in männlichen Tieren gezeigt werden und die Wirksamkeit 
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der Therapie wird durch geschlechtsspezifische, immunsuppressive Effekte in Weibchen be-

einflusst. Nichtsdestotrotz bietet die Therapie das Potential für weitere Studien, da effektive 

Therapien des Pankreaskarzinoms weiterhin dringend benötigt werden. 
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