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Abkürzungen 

ADP   5‘-Adenosindiphosphat  

AMP   5‘-Adenosinmonophosphat  

AMPK   5‘-Adenosinmonophosphat (AMP) – aktivierte Proteinkinase 

ATP   5‘-Adenosintriphosphat  

DMSO  Dimethylsulfoxid 

FCS   fetales Kälberserum 

5-FU   Fluoruracil 

HIF-1α  Hypoxia-inducible factor 1-alpha 

HUVEC  Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

LKB1   Leberkinase B1 

NADH   Nicotinamidadenindinukleotid 

NHDF   Normal Human Dermal Fibroblasts 

PBS    phosphatgepufferter Salzlösung 

PEPCK   Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase  

mTOR mechanistic Target of Rapamycin, früher: mammalian Tar-

get of Rapamycin 

T2DM   Diabetes mellitus Typ 2  
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1 Einleitung 

Das kolorektale Karzinom, häufigstes Malignom des Gastrointestinaltraktes, 

stellt die zweithäufigste Tumorerkrankung in Deutschland dar. Daten des Ro-

bert-Koch-Instituts (RKI) von 2014 zeigen, dass in Deutschland am kolorektalen 

Karzinom jährlich ca. 61 000 Patienten erkranken und ca. 25 500 versterben 

(Robert-Koch-Institut und Gesell. der epidemiolog. Krebsregister in Deutschland 

e.V., 2017).  

 

Die 5-Jahres-Überlebensrate beim kolorektalen Karzinom liegt in Deutschland 

aktuell bei ca. 63 Prozent (Robert-Koch-Institut und Gesell. der epidemiolog. 

Krebsregister in Deutschland e.V., 2017). Als Behandlung der Wahl bleibt die 

vollständige operative (R0) Resektion des tumortragenden Darmabschnittes 

und der Lymphknoten im zugehörigen Lymphabflussgebiet. Dies gilt auch im 

fortgeschrittenen Stadium (ab UICC II) oder bei Vorliegen von Metastasen. 

Beim lokal fortgeschrittenen kolorektalen Karzinom folgt nach R0-Resektion 

eine auf 5-Fluoruracil (5-FU) basierte Mono- oder Kombinationstherapie 

(AWMF-Leitlinien, 2019). In den letzten Jahren haben zielgerichtete Biologika 

(biologicals), wie monoklonale Antikörper, bei der Behandlung des metastasier-

ten kolorektalen Karzinoms an Bedeutung gewonnen (Brenner H et al., 2014).  

 

Als Risikofaktoren gelten Übergewicht und Bewegungsmangel sowie eine bal-

laststoffarme, fettreiche Ernährung und übermäßiger Alkoholkonsum. Auch ge-

netische Einflussfaktoren sind an der Entstehung des kolorektalen Karzinoms 

beteiligt (Robert-Koch-Institut und Gesell. der epidemiolog. Krebsregister in 

Deutschland e.V., 2010). Zudem erhöht eine metabolische Dysfunktion, wie sie 

bei Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) vorherrscht, das Risiko für maligne Erkran-

kungen (Rizos CV, Elisaf MS, 2013; Morales DR, Morris AD, 2014). 

 

1.1 Metformin 

Metformin (Abbildung 1.1), ein zur Wirkstoffklasse der Biguanide gehörendes 

orales Antidiabetikum, wird seit mehr als 60 Jahren zur Erstlinientherapie bei 
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T2DM eingesetzt, einer chronisch-endokrinologischen Erkrankung mit einem 

erhöhten Blutzuckerspiegel aufgrund einer Insulinresistenz der Körperzellen 

(King H et al., 1998). Mit Metformin werden weltweit jährlich ca. 150 Millionen 

Patienten mit T2DM behandelt (An H, He L, 2016). 

 
Abbildung 1.1: Struktur-
formel von Metformin. 
Metformin (1,1-Dimethylbi-
guanidhydrochlorid) wird 
zur Therapie des T2DM 
seit 1957 eingesetzt (Zhou 
G et al., 2001). Die Me-
chanismen des Glukose- 
und Lipid-reduzierenden 
Effektes von Metformin 
sind weiterhin noch wenig 
verstanden. Eigener Ent-
wurf. 

 

Der antihyperglykämische Effekt von Metformin basiert vor allem auf der Hem-

mung der hepatischen Glukoneogenese (An H, He L, 2016) und einer Erhöhung 

der peripheren Insulinsensitivität (Miller RA et al., 2013; Zhang Y et al., 2015; 

Yu H et al., 2015). Die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Metformin-

Effekte sind zwar nicht vollständig verstanden, doch konnten Untersuchungen 

an Hepatozytenkulturen einen hemmenden Effekt von Metformin auf die NADH-

Dehydrogenase (NADH:Ubiquinon Oxidoreduktase), auch als Komplex I der 

mitochondrialen Atmungskette bekannt, zeigen. Eine Hemmung der NADH-De-

hydrogenase reduziert den Elektronentransfer in die Atmungskette, was die Bil-

dung von Adenosintriphosphat (ATP) einschränkt (Owen MR et al., 2000; An-

war MA et al., 2014; Zhuang Y et al., 2014; Cao et al., 2014). Ein Abfall des 

ATP-Spiegels, korrekter eine Änderung im ATP/AMP-Verhältnis (Kapitel 1.3), 

löst eine Aktivierung der hepatischen AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) 

aus, einem wichtigen Regulator des Energiestoffwechsels der Zelle bei Man-

gelbedingungen (Jeon SM, 2016). Eine aktivierte AMPK schränkt die Transkrip-

tion von Enzymen der Glukoneogenese ein, insbesondere der beiden Schlüs-

selenzyme Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und Glukose-6-
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Phosphatase1 (Hardie DG, 2004(2); Towler MC, Hardie DG, 2007; An H, He L, 

2016) (Abb. 1.2). 

 

Ein weiteres Target der negativen Wirkung von Metformin wurde in der mito-

chondrialen Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (mGPD) identifiziert. mGPD 

bildet zusammen mit der zytosolischen GPD (cGPD) ein Shuttlesystem zum 

Transport von Reduktionsäquivalenten in Form von NADH/H+ über die innere 

Mitochondrienmembran und bringt so Elektronen in die Atmungskette ein. Die 

Hemmung der mGPD durch Metformin verringert die Bildung von ATP an der 

Atmungskette und schränkt damit die Funktion der Glukoneogenese ein (An H, 

He L, 2016). 

 

Als Konsequenz einer Hemmung der Atmungskette wird das in der Glykolyse 

durch Teiloxidation von Glukose gebildete Pyruvat vermehrt zu Laktat reduziert 

(Kapitel 6.1)2, was eine Metformin-assoziierte Laktatazidose als mögliche Ne-

benwirkung von Metformin erklären kann (An H, He L, 2016).  

 

1.2 Anti-Tumor-Effekte von Metformin  

Metformin weist anti-Tumor-Effekte auf (Vallianou NG et al., 2013; Morales DR, 

Morris AD, 2014), die in mehreren epidemiologischen Studien zu Mamma-, Ko-

lon-, Pankreas-, und Leberkarzinom zu einem verringerten krebsbedingten 

Sterberisiko führten bei deutlich verbesserter Prognose (Zhang ZJ, Li S, 2014; 

Liu Z et al., 2016 (1+2)). Die Auswertung von fünfzehn Studien zum kolorekta-

len Karzinom bei T2DM-Patienten hat gezeigt, dass die Behandlung mit Met-

formin die Inzidenz für ein Tumorgeschehen um ca. 10 % senkte (He XK et al., 

2016). Ein anti-proliferativer Effekt von Metformin an Zellen verschiedener Tu-

 
1 PEPCK katalysiert die Umwandlung von Oxalacetat (C4-Körper) zu Phosphoenolpyruvat (C3-Körper) und Kohlendi-
oxid. Hierbei handelt es sich um den geschwindigkeitsbestimmenden Teilschritt der Glukoneogenese. Glukose-6-
Phosphatase katalysiert den letzten Schritt der Glukoneogenese, nämlich die Dephosphorylierung von Glukose-6-
phosphat zu Glukose. 

2 Die im Stoffwechsel (genauer: Glykolyse und Citratzyklus) anfallenden Reduktionsäquivalente NADH/H+ (Glykolyse 
und Citratzyklus) und FADH2 (Citratzyklus) übertragen ihre Elektronen an die Atmungskette. Ist diese gehemmt, können 
Reduktionsäquivalente nicht reoxidiert werden. Die in der Glykolyse anfallenden Reduktionsäquivalente werden dann 
auf andere Weise reoxidiert. Hierzu verbleibt Pyruvat im Zytosol und wird selbst zum Akzeptor für Elektronen von 
NADH/H+. Dabei wird Pyruvat zu Milchsäure (Laktat) reduziert und reoxidiertes NAD+ steht erneut als Elektronenakzep-
tor zur Verfügung. Diese Reaktion (Milchsäuregärung) wird von der Laktatdehydrogenase katalysiert.  
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morentitäten wurde auch in vitro gezeigt (Segal E et al, 2011; Yu H et al., 2015); 

hierzu gehörten auch Zellen des kolorektalen Karzinoms (Cho SY et al., 2013). 

 

Der im deutschsprachigen Raum nach dem Physiologen Otto Warburg benann-

te Effekt, der den Zusammenhang zwischen gesteigerter Glukolyse und Tumor 

(-entstehung)3 bzw. -wachstum beschreibt (Warburg O, 1924), findet seine Be-

stätigung auch im nicht-normoglykämischen Stoffwechsel von Diabetikern (Al-

jada A, Mousa SA, 2012). So erhöht T2DM Morbidität und Mortalität von malig-

nen Erkrankungen (Rizos CV, Elisaf MS., 2013). Permanent erhöhte Spiegel an 

Glukose und Insulin haben sich als grundlegender Faktor für malignes Zell-

wachstum erwiesen (Kaaks R, Lukanova A, 2001; Birsoy K, Possemato R, 

2014). Der hemmende Effekt von Metformin auf Glukoneogenese und Insulin-

sensitivität (Abbildung 1.2) führt dagegen zu abfallenden Blutspiegeln von Glu-

kose und Insulin. Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen einen positiven 

Zusammenhang zwischen der Behandlung mit Metformin und dem Effekt auf 

die Krebserkrankung – sei es durch Limitierung von Tumorwachstum und Tu-

mormetastasierung oder bei der Initiierung und Progression der Karzinogenese 

(Morales DR, Morris AD, 2014). 

 

Eine mit Diabetes mellitus vergesellschaftete Tumorentität stellt das kolorektale 

Karzinom dar (Morales DR, Morris AD, 2014). Patienten mit Diabetes mellitus 

als Grunderkrankung weisen eine erhöhte Inzidenz auf, am kolorektalen Karzi-

nom zu erkranken (Anwar MA et al., 2014; Vallianou NG et al., 2013), die mit 

einer erhöhten Mortalitätsrate einhergeht (Meyerhardt JA et al., 2003).  

 

1.3 Metformin und Proteinkinase AMPK 

Eine zentrale Wirkung von Metformin wird in der indirekten Aktivierung der 

AMPK gesehen, die über eine Hemmung von Komplex I der Atmungskette (Ka-

pitel 1.1) und einer daraus resultierenden Änderung im ATP/AMP-Verhältnis 

(Owen MR et al., 2000) vermittelt wird. Die für den Energiestatus einer Zelle 

maßgebliche Messgröße stellt das Konzentrationsverhältnis von ATP zu ADP 

 
3 Argumente, die einen Zusammenhang zwischen Tumorentstehung und glykolytischem Phänotyp herstellen, werden 
von Gatenby und Gillies in ihrer Übersichtsarbeit von 2004 intensiv diskutiert (Gatenby RA, Gillies RJ, 2004). 
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bzw. AMP4 dar (Tantama M et al., 2013). So liegt bei einem ausgeglichenen 

zellulären Energiehaushalt ein intrazelluläres Verhältnis von ATP zu ADP von 

typischerweise ca. 10:1 vor. Dieses Verhältnis wird von der Zelle nahezu kon-

stant gehalten, da Synthese (Phosphorylierung von ADP) und Verbrauch (De-

phosphorylierung von ATP) eng aufeinander abgestimmt sind. In der Situation, 

in der der ATP-Verbrauch ohne adäquate Bildung von ATP ansteigt, kommt es 

zum Abfall des ATP-Spiegels bei gleichzeitigem Anstieg von ADP, das durch 

die Adenylatkinase in AMP umgewandelt wird. Der Anstieg von AMP in Kombi-

nation mit einem Abfall an ATP aktiviert die AMPK (Hardie DG et al., 2004(2)). 

AMP bindet dabei an die regulatorische -Untereinheit der AMPK, wodurch die-

se zum Substrat der Leberkinase B1 (liver kinase B1, LKB1) wird. LKB1, eine 

Serin-Threonin-Kinase, phosphoryliert AMPK an Threonin 172 (Thre 172) in der 

katalytischen -Untereinheit, dem sogenannten activation loop, wodurch diese 

nicht nur aktiviert wird (Hardie DG et al., 2004(2); Rizos CV et al., 2013), son-

dern sich die Aktivität der AMPK um das 50 bis 100-fache erhöht (allosterische 

Aktivierung) (Rizos CV et al., 2013). Eine aktive AMPK hemmt verschiedene 

Synthesewege wie Protein-, Cholesterol- und Fettsäuresynthese; dagegen wird 

die Fettsäureoxidation gesteigert (Hardie DG et al., 2004(2); Shaw RJ, 2006). 

Die AMPK erlaubt der Zelle eine Regulation ihres Energiehaushaltes in engen 

Grenzen und ermöglicht damit eine aktive Anpassung an wechselnde Versor-

gungsbedingungen (Hardie DG et al., 2004(2)) (Abb. 1.2).  

 

Eine aktivierte AMPK führt zu einer Blockade des mTOR-Signalweges mit einer 

Limitierung der Proteinbiosynthese sowie Zellproliferation und abschließend zur 

Induktion von Apoptose (Hardie DG, 2004(2); Segal E et al., 2011; Rizos CV et 

al., 2013) (Abbildung 1.2). Als Hauptregulator zahlreicher Tumorsuppressor-

beeinflusster Signalwege, wie beispielsweise der LKB1-kontrollierte Signalweg 

(Hardie DG, 2004(2); Shaw RJ, 2006; Hardie DG, 2015;) reagiert AMPK auf 

verschiedene Formen von zellulärem Stress mit ihrer Aktivierung, wie u. a. 

durch oxidativen Stress, osmotischen Schock, Hypoxie und Nährstoffmangel 

(Hardie DG, 2011). Auch mitochondriale Gifte wie Arsen und Oligomycin (Har-

 
4 ADP: Adenosindiphosphat; AMP: Adenosinmonophosphat.  
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die DG et al., 2003), Muskelkontraktion, Adipozytokine (Leptin, Adiponektin) 

oder Ghrelin führen zu einer Aktivierung der AMPK (Hardie DG et al., 2004(1); 

Hardie DG, 2004(2); Vallianou NG et al., 2013).  

 

 

 

Abbildung 1.2: Übersicht zu systemischen und lokalen Effekten von Metformin. Die Wir-
kung von Metformin zeigt sich wie folgt: (i) Limitierung der Protein-/Cholesterol-/Fettsäure-
synthese (Hardie DG 2004(2); Shaw RJ, 2006); (ii) Hemmung von Komplex I der mitochondria-
len Atmungskette mit eingeschränkter Bildung von ATP (Owen MR et al., 2000; Anwar MA et 
al., 2014; Zhuang Y et al., 2014; Cao et al., 2014); (iii) Aktivierung der AMPK (Kapitel 1.1) über 
ein verringertes ATP/AMP-Verhältnis (Kapitel 1.3); (iv) AMPK-vermittelte Beschränkung der 
hepatischen Glukoneogenese (An H, He L, 2016); (v) AMPK-vermittelte Hemmung der Serin-
/Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of Rapamycin); (vi) Induktion eines antiproliferati-
ven und pro-apoptotischen Phänotyps (Hardie DG, 2004(2); Segal E et al., 2011; Rizos CV et 
al., 2013). Eigener Entwurf erstellt mit ©Piktochart (www.piktochart.com) nach Literaturanga-
ben.  
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1.4 Ziele 

Zahlreiche epidemiologische Studien belegen anti-Tumor-Effekte für Metformin 

(s. auch Kapitel 1.2), die auch bereits für verschiedene Tumorzelllinien in vitro 

bestätigt wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde der anti-proliferative Effekt 

von Metformin an sechs humanen kolorektalen Karzinomzelllinien (Colo678, 

Colo741, HT29, HCT116, LS174T, RKO) untersucht.  

 

Ein zentrales Target der durch Metformin induzierten Vorgänge in der Zelle wird 

in der Aktivierung der AMPK gesehen, die über Änderungen im Konzentrations-

verhältnis von ATP zu AMP vermittelt wird (Zhou G et al., 2001 und Kapitel 1.3). 

Untersuchungen hierzu führten Zhou et al. an Hepatozyten aus Rattenlebern 

durch. In der vorliegenden Arbeit sollte an humanen Tumorzellen untersucht 

werden, ob und wie Metformin die Aktivität der AMPK in diesen Zellen reguliert.  

 

Zur Untersuchung physiologisch-relevanter Bedingungen in vitro, die in vivo auf 

Zellen eines soliden Tumors wirken können, wurden die Tumorzellen bei unter-

schiedlichen Konzentrationen an Glukose kultiviert. Zusätzlich zur optimierten 

Zellkulturbedingung mit 11 mmol/L Glukose – repräsentativ für hyperglykämi-

sche Blutzuckerspiegel in vivo – wurden auch Konzentrationen von 5 und 2,5 

mmol/L Glukose getestet, um folgende physiologisch-relevante Situationen ab-

zubilden: 5 mmol/L repräsentativ für normoglykämische Blutzuckerspiegel (die-

ser bewegt sich im Bereich von ca. 5,5 mmol/L) und 2,5 mmol/L repräsentativ 

für hypoglykämische Blutzuckerspiegel nach kurzzeitigem Fasten (zwischen ca. 

2,8-3,3 mmol/L) 5.  

 

Auch die Sauerstoffkonzentration als ein weiterer wichtiger Parameter wurde für 

die Untersuchungen angepasst. Die Kultivierung von Tumorzellen in vitro erfolgt 

in aller Regel bei 21 % Sauerstoff und damit bei einer für solide Tumoren un-

physiologischen Sauerstoffkonzentrationen (Vaupel P, Mayer A, 2007; Bertout 

JA et al., 2008; Solaini G et al., 2010; Mathonnet M et al., 2014). So war ein 

weiteres Ziel dieser Arbeit, Untersuchungen in vitro bei für das kolorektale Kar-

 
5 nach: https://www.diabetesdaily.com [abgerufen am: 27.08.2019]. 
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zinom tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentration von 1 % durchzuführen 

(Vaupel P, Mayer A, 2007). Inwieweit Hypoxie den antiproliferativen Effekt von 

Metformin beeinflusst, ist nicht bekannt. Auch ist die Bedeutung von Hypoxie für 

die Aktivierung der AMPK nicht eindeutig geklärt (Hardie DG, 2011; Garofalo C 

et al, 2013). Somit könnte sich tatsächlich der anti-proliferative Effekt von Met-

formin bei Hypoxie und Normoxie deutlich unterscheiden.  
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2 Fragen 

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:  

 

1. Bei welchen Konzentrationen an Metformin waren anti-proliferative Effekte 

bei kolorektalen Karzinomzellen nachzuweisen?  

 

2. Wie wurde der anti-proliferative Effekt von Metformin durch veränderte Sau-

erstoff- oder Glukosekonzentrationen beeinflusst? 

 

3. Verstärkten die Chemotherapeutika 5-FU und Oxaliplatin den anti-

proliferativen Effekt von Metformin? 

 

4. Wurde für den AMPK-Inhibitor Compound C (Dorsomorphin) ein positiver 

Effekt auf die durch Metformin gehemmte Tumorzellproliferation nachgewie-

sen? 
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3 Material und Methoden 

3.1 Zelllinien 

Kolorektale Karzinomzellen und nicht-transformierte Kontrollzellen (Fibroblasten 

und HUVEC-Zellen) wurden von kommerziellen Anbietern bezogen (Tabelle 

3.1). Die adhärent wachsenden Zellen waren frei von Mykoplasmen.  

 

Tabelle 3.1: Kolorektale Karzinomzelllinien und Kontrollzellen. 

Zelllinie Gewebe/Zelltyp Bezugsquelle 

Colo678 Kolon DSMZ, Katalog Nr.: ACC 194 

Colo741 Kolon ECACC, Katalog Nr.: 93052621 

HCT116 Kolon DSMZ, Katalog Nr.: ACC 357 

HT29 Kolon DSMZ, Katalog Nr.: ACC 299 

LS174T Rektum ATCC, Katalog Nr.: CL - 188 

RKO Kolon Arbeitsgruppe Prof. Dr. Martin Eilers5) 

NHDF-C1) Fibroblasten3) Promo Cell, Katalog Nr.: C-12302 

HUVEC2) Endothelzellen4) Promo Cell Katalog Nr.: C-12203 

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig 
(www.dsmz.de); ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures, Salisbury/UK 
(http://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/ecacc.jsp); ATCC: American type culture 
collection, Wesel (www.atcc.org). 1) Normal Human Dermal Fibroblasts, NHDF-C, PromoCell, 
Heidelberg; 2) Human Umbilical Vein Endothelial Cells, PromoCell, Heidelberg; 3) aus der Vor-
haut isoliert; 4) aus der Nabelschnur isoliert; 5) Universität Würzburg, Lehrstuhl für Biochemie 
und Molekularbiologie, Biozentrum Am Hubland. 

 

3.2 Zellkulturmedien, Pufferlösung und Stammlösungen 

Die Zellen (Tabelle 3.1) wurden in der Erhaltungskultur in ihrem empfohlenen 

Medium (Tabelle 3.2) mit folgenden Reagenzien (in Klammern die Endkonzent-

ration) kultiviert: Penicillin G (100 U/mL), Streptomycin (100 μg/mL), L-Glutamin 

(2 mmol/L), 2-Mercaptoethanol (50 μmol/L), Natriumpyruvat (1 mmol/L), nicht-

essentielle Aminosäuren (1x) sowie 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum. 

Für die Durchführung der Versuche wurden die Tumorzelllinien in RPMI 1640-

Medium (Dutch modification) mit den oben aufgeführten Zusätzen kultiviert. 

Sämtliche Reagenzien waren von Gibco, Thermo Fisher Scientific. 
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NHDF-C und HUVEC (Tabelle 3.1) wurden ebenfalls in dem für sie empfohle-

nen Medium (Tabelle 3.2) als Erhaltungskultur kultiviert; hierin wurden auch die 

Versuche durchgeführt.  

Medium für humane Fibroblasten („Fibroblast Growth“-Medium 2) mit Glukose (8 

mmol/L), Penicillin (1 %), Streptomycin (1 %) hitzeinaktiviertes fetales Kälberse-

rum (2 %) und den beiden rekombinanten Wachstumsfaktoren Insulin (5 µg/ml) 

und 1 ng/mL Fibroblastenwachstumsfaktor bFGF (Basic Fibroblast Growth Fac-

tor).   

Medium für humane Endothelzellen („Endothelial Cell Growth“-Medium 2) mit Ascor-

binsäure (1 µg/mL), Heparin (22,5 µg/mL), Hydrocortison (0,2 µg/mL), Penicillin 

(1 %), Streptomycin (1 %), hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (2 %) und fol-

genden rekombinanten Wachstumsfaktoren: epidermaler Wachstumsfaktor 

EGF (5 ng/mL), humaner Fibroblastenwachstumsfaktor (1 ng/ml), insulinähnli-

cher Wachstumsfaktor IGF-1 (20 ng/mL) und vaskulärer endothelialer Wachs-

tumsfaktor 165 (0,5 ng/mL). 

 

Tabelle 3.2: Zellkulturmedien. 

Zelllinie 
Zellkultur- 
medium 

Bezugsquelle 

Colo 678, Colo741, LS174T, RKO RPMI 1640 Gibco (Katalog Nr.: 22409-031) 

HCT116, HT29 McCoy’s Gibco (Katalog Nr.: 26600-080) 

NHDF-C FGM 2 PromoCell (Katalog Nr.: C-23020) 

HUVEC ECGM 2 PromoCell (Katalog Nr.: C-22011) 

Gibco: Thermo Fisher Scietific (https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/gibco.html). 
PromoCell: PromoCell GmbH, Heidelberg (http://www.promocell.com). RPMI: Roswell Park 
Memorial Institute. FGM 2: “Fibroblast Growth“-Medium 2. ECGM 2: “Endothelial Cell Growth“-
Medium 2. 

 

Glukosemangelmedium. RPMI 1640-Medium in Dutch modification (Gibco, Ther-

mo Fisher Scientific, Katalog-Nr.: 11879020), mit (D(+)-Glukose, Merk, Millipo-

re) in den Konzentrationen 2,5 mmol/L und 5,0 mmol/L (und 11 mmol/L als Kon-

trolle).  
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PBS (Phosphate buffered saline). Steriles 10-fach Konzentrat von Gibco, (Thermo 

Fisher Scientific Katalog Nr.: 70013065) ohne Calcium und Magnesium wurde 

vor Verwendung 1:10 mit sterilem Wasser verdünnt. Die Endkonzentration der 

physiologischen Salzlösung betrug: Natriumchlorid (155 mmol/L), Natriumdihyd-

rogenphosphat (7,2 mmol/L) sowie Kaliumhydrogenphosphat (1,5 mmol/L). 

 

Metformin-Stammlösung (100 mmol/L). Metformin-Hydrochlorid (Sigma Aldrich, Ka-

talog Nr.: PHR1084, 165,62 g/mol) wurde in RPMI 1640-Medium gelöst und 

anschließend steril filtriert (0,2 µm). Die Stammlösung wurde am Versuchstag 

frisch angesetzt. Der anti-proliferative Effekt von Metformin wurde bei Sauer-

stoffkonzentrationen von 21 % und 1 % (Kapitel 3.4) untersucht. Acht Konzent-

rationen an Metformin zwischen 1 und 100 mmol/L wurden getestet (1, 5, 10, 

20, 25, 40, 50, 100 mmol/L) und der Anteil vitaler Zellen wurde nach 24, 48, 72, 

96, 120, 144 und 168 Stunden mit dem Kristallviolett-Assay (Kapitel 3.4) be-

stimmt. 

 

Tabelle 3.3: Bewertung des anti-proliferativen Effektes von Metformin. 

Metformin (mmol/l) Anti-proliferativer Effekt von Metformin 

1,0 Kein bis geringer Effekt (Abnahme vitaler Zellen <10 %) 

zw. 5 u. ca. 25 Zytostatischer Effekt 

>25-100 Zytotoxischer Effekt (Anteil der vitalen Zellen unter der Aussaat) 

 

Compound C (Dorsomorphin)-Stammlösung (1 mmol/L). Compound C (Sigma Al-

drich, Katalog-Nr.: P5499), ein AMPK-Inhibitor, wurde zuerst vollständig in Di-

methylsulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich, Katalog Nr.: D5879) gelöst (Stammlö-

sung) und RPMI 1640-Medium zugegeben, bis die DMSO-Konzentration auf 

20 % verringert war. Diese Lösung wurde am Versuchstag frisch angesetzt. 

Compound C wurde in einer Endkonzentration von 5 µmol/L eingesetzt (Zhuang 

Y et al., 2015). Bei dieser Konzentration an Compound C verringerte sich die 

Konzentration an DMSO auf 0,1 %. Ein möglicher Einfluss dieser DMSO-

Konzentration auf die Zellvitalität wurde in Vorversuchen ausgeschlossen (nicht 

gezeigt).  
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Fluoruracil (5-FU) und Oxaliplatin. Beide Chemotherapeutika wurden von der Apo-

theke des Universitätsklinikums Würzburg bezogen: 5-FU: 50 mg/mL bzw. 0,38 

mol/L (130,08 g x mol-1) und Oxaliplatin: 1 mg/mL bzw. 0,0025 mol/L (397,29 g 

x mol-1). Die Arbeitskonzentration an 5-FU betrug 5 µmol/L und an Oxaliplatin 

1 µmol/L und führten zu einer Abnahme vitaler Zellen um ca. 50 %. Beide 

Chemotherapeutika wurden mit Metformin kombiniert, die Zellen bis zu 

72 Stunden inkubiert und der Anteil vitaler Zellen mit dem Kristallviolett-Assay 

bestimmt. Hierzu wurde Metformin im Bereich der jeweiligen IC50-Konzentration 

(Kapitel 3.3) für jede Zelllinie (Tabelle 3.1) eingesetzt.  

 

3.3 Die halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) 

Die halbmaximale inhibitorische Konzentration oder IC50 gibt die Konzentration 

eines Wirkstoffs an, bei der 50 % der maximalen Wirkstärke erreicht wird. Der 

IC50 für Metformin, Compound C, 5-FU und Oxaliplatin (Kapitel 3.2) wurde mit 

dem Biostatistikprogramm GraphPad Prism 6.0 bestimmt basierend auf Daten 

aus dem Kristallviolett-Assay (Kapitel 3.5).  

 

3.4 Zellkulturbedingungen und Bestimmung der Zellverdopplungszeit 

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen „mittlerer“ Größe (T75, Greiner Bio-One 

GmbH) bei 37°C und 5 % CO2 (in wasserdampfgesättigter Atmosphäre) in ei-

nem Inkubator (NU-5500, NuAire, USA) bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % 

kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt. Die 

maximale Anzahl an Zellpassagen betrug 15. Zum Ablösen der Zellen wurden 

diese mit 5 mL Trypsin / EDTA (0,05 % / 0,22 % in PBS) für 5-7 Minuten inku-

biert und mit 40 mL PBS zentrifugiert (250 xg für 5 Minuten). Der Überstand 

wurde verworfen und das Zellpellet mit ca. 5 mL Medium resuspendiert. Zur 

Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauer-Zählkammer (Marienfeld GmbH, 

Lauda-Königshofen) wurden die Zellen mit 0,04 % (Endkonzentration) Trypan-

blau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Katalog NrT8154) gefärbt und die vitalen, 

nicht Trypanblau-gefärbten Zellen gezählt. 
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Eine verringerte Sauerstoffkonzentration von 1 % wurde mit einer Hypoxie-

kammer (Coy Laboratory Products, Michigan/USA, Vertrieb über Toepffer La-

borsysteme Göppingen) eingestellt. Hierzu wurden die Zelllinien in ihrem Zell-

kulturmedium (Tabelle 3.2) ausgesät und über Nacht bei Standardbedingungen 

(37°C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit) bei 21 % Sauerstoff inkubiert. Am 

Folgetag wurde das zellspezifische Medium gegen RPMI 1640-Medium ausge-

tauscht und die Kulturschalen in die Hypoxiekammer (Frauenklinik des Universi-

tätsklinikums Würzburg) überführt.  

 

Die Verdopplungszeit „g“ wurde mit folgender Formel berechnet:  

 

mit: Δt: Dauer der Zellen in Kultur; N0: Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt t0; N: Anzahl 

der Zellen zum Ablesezeitpunkt. 

 

3.5 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen (Kristallviolett-Assay) 

Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay photometrisch be-

stimmt. Kristallviolett (Sigma-Aldrich) bindet an die DNA fixierter Zellen und die 

Anzahl gebundener Farbstoffmoleküle ist proportional zur Anzahl vitaler Zellen. 

Nicht-adhärente und somit tote Zellen werden mit dem Überstand entfernt. Die 

optische Dichte (OD) der mit Essigsäure in Lösung gebrachten Farbstofflösung 

wurde bei 570 nm photometrisch im ELISA-Reader gemessen. Pro Vertiefung 

einer Zellkulturschale mit 96 Vertiefungen wurden jeweils 5x103 Zellen in einem 

Endvolumen von jeweils 200 µL ausgesät. Von jeder Konzentration wurden bis 

zu 6 Parallelwerte (technische Replikate) angesetzt bei 3 unabhängige Versu-

chen (biologische Replikate). Zur Normalisierung der Anzahl vitaler Zellen auf 

die Ausgangszellzahl wurde die Aussaat nach 16 Stunden in Kultur mit dem 

Kristallviolett-Assay bestimmt.  
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Abbildung 3.1: Versuchsaufbau zum Nachweis des anti-proliferativen Effektes von Met-
formin. Nach ihrer Aussaat wurden die Zellen für 16 Stunden inkubiert, bevor der Zellkultur-
überstand entfernt und durch frisches Medium mit Metformin (Kapitel 3.2) ersetzt wurde. An-
schließend wurden die Zellen für weitere 24, 48 oder 72 Stunden kultiviert. Eigener Entwurf 
erstellt mithilfe von ©Piktochart (www.piktochart.com). 
 

3.6 Western Blot 

Die Analysemethode Western Blot ermöglicht in Kombination mit der hochauf-

lösenden Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

den spezifischen immunologischen Nachweis von Proteinen in einem Pro-

teingemisch. Eine Million Zellen pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit 6 Ver-

tiefungen (Greiner Bio-One, Kat.-Nr.: 657 160) wurden 2-mal mit 200 μL PBS 

(Kapitel 3.4) gespült („gewaschen“) und mit 100 μL Lyse-Puffer (Tabelle 3.4) 

und einem Zellschaber (Sarstedt, Kat.-Nr.:83.1832) vom Boden der Zellkultur-

schale gelöst. Das Lysat wurde mit einem Ultraschall-Homogenisator (Bandelin 

Sonoplus HD 2070) bei einer Amplitude von 30 % zweimal für jeweils 30 Se-

kunden zum weiteren Zellaufschluss homogenisiert. Der Proteingehalt der Pro-

ben wurde mit dem PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 

bestimmt und jeweils 15 µg Protein wurden mit 10 µL Laemmli-Puffer (Tabelle 

3.4) vermischt, bei 99°C für 5 Minuten denaturiert und anschließend auf das Gel 

(Bio-Rad, Kat.-Nr.: 456-1084) aufgetragen. Zusätzlich wurden 3 µL vorgefärbter 

Proteinmarker (Protein Marker V, PeqLab VWR, Kat.-Nr.: 272210) für den Grö-

ßenbereich von 10 bis 250 kDa aufgetragen. Die Proben wurden bei 100 V für 
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1 Stunde im Gel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & 

Schüll) in Towbin-Puffer (Tabelle 3.4) übertragen (90 Minuten bei 170 mA). Die 

Membran wurde für 1 Stunde in TBS-T (Tris-buffered-saline with tween 20) 

(Tabelle 3.4) mit 5 % Milchpulver inkubiert und 3-mal mit TBS-T gewaschen. 

 

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der verwendeten Puffersysteme. 

Puffer Komponente Endkonzentration (Volumen) 

Lyse-Puffer 
(1 % SDS, pH 
7,6) 

HEPES a) (238,30 g/mol) 
EDTA b) (372,2 g/mol) 
NaF c) (41,99 g/mol) 
SDS d) (288,4 g/mol) 

25 mmol/L  
2 mmol/L  
25 mmol/L  
10 % 

Auftragepuffer  
nach Laemmli  
(4x, pH 4,6) 

Tris-HCl e) (0,5 mmol/L) 
SDS (10 %) 
2-Mercaptoethanol (>99 %) 
Glycerol (99,5 %) 
Bromphenolblau (0,1 %) 

0,125 mmol/L (0,25 mL) 
4 % (0,4 mL) 
ca. 5 % (0,05 mL) 
19,9 % (0,2 mL) 
0,01 % (0,1 mL) 

SDS-Laufpuffer 
(pH 8,3) 

Tris (121,4 g/mol)  
(ultrapure, Sigma) 
Glycin (75,07 g/mol) 
SDS (288,4 g/mol) 

3,1 g/L 
14,4 g/L 
1 g/L 

Towbin-Puffer 
(pH 8,3) 

Tris (ultrapure, Sigma) 
Glycin (75,07 g/mol) 
Methanol (>99,8 %) 

25 mmol/L 
152 mmol/L 
20 % 

TBS (10x) Tris (ultrapure, Sigma) 
NaCl f) 
HCl g) (1 mol/L) 
nach Verdünnung Tween 20 zugeben 

24,2 g/L 
80 g/L 
0,04 mol/L (38 mL/L) 
0,05-1 % 

a) 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl)-ethansulfonsäure; b) Ethylendiamintetraessigsäure (Kom-

plexbildner); c) Natriumfluorid (Natriumsalz der Fluorwasserstoffsäure); d) Natriumdodecylsulfat 

(sodium dodecyl sulfate), anionisches Tensid; e) Kurzbezeichnung für Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan (Puffersubstanz); f) Natriumchlorid (Kochsalz); g) Chlorwasserstoff (in Wasser 

gelöst: Salzsäure). 

 

Die Primärantikörper (Tabelle 3.5) wurden abgedunkelt über Nacht bei 4°C auf 

einem Wippschüttler inkubiert. Am Folgetag wurde die Nitrocellulosemembran 

1-mal mit TBS-T gewaschen, der in TBS-T gelöste Sekundärantikörper (Poly-

clonal-Goat-Anti-Rabbit-Immuoglobulin/HRP, Dako, Eching, Kat.-Nr.: E0432) in 

einer Verdünnung von 1:10 000 hinzugegeben und für 1 Stunde auf einem 

Wippschüttler abgedunkelt inkubiert. Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden 

wurde die mit TBS-T gewaschene Nitrocellulosemembran für jeweils 1 Minute in 

den ECL-Lösungen 1 und 2 (GE Healthcare Europe GmbH, Kat.-Nr.: 2232) in-

kubiert und die Chemolumineszenz mit einem „ECL Western Blot Imager“ de-

tektiert (ChemiDo von Bio-Rad). 
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Tabelle 3.5: Die Western Blot Primärantikörper.  

Antikörper Hersteller Katalog-Nr. Verdünnung Größe (kDa)c) 

AMPK CSTb) #2532 1:1 000 62 

Phospho-AMPK CST #2535 1: 1 000 62 

GAPDH-71.1a) Sigma-Aldrich G9295 1:10 000 37 

a) Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Enzym der Glykolyse. b) Cell Signaling Techno-
logy. c) Molekulargewicht des detektierten Proteins.  

 

3.7 Darstellung der Messwerte und statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Excel, Vers. 

2010, 2013 u. 2016, der Firma Microsoft. Aus den Einzelwerten wurden Mittel-

wert ± Standardabweichung aus 2-3 unabhängigen Experimenten bestimmt. 

Der mit dem Kristallviolett-Assay bestimmte Anteil vitaler Zellen wurde auf die 

Aussaat berechnet. Die statistische Auswertung sämtlicher Daten erfolgte mit 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.) und Excel 2010, 2013 der Firma 

Microsoft, die Darstellung der Daten mit GraphPad Prism 6.0f und 7.0. Zur Be-

rechnung der statistischen Signifikanz wurde bei 2 unabhängigen Versuchs-

gruppen der t-Test und bei mehr als 2 unabhängigen Versuchsgruppen ein ein-

faktorieller ANOVA mit anschließender posthoc-Analyse nach Tukey ange-

wandt. Unterschiede von p<0,05 wurden als signifikant gewertet. Die graphi-

sche Darstellung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism 6.0f und 7.0.  
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4 Ergebnisse 

Ziel der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zum anti-proliferativen Ef-

fekt von Metformin bei humanen kolorektalen Kolonkarzinomzellen. Hierzu wur-

den die Zellen in vitro bei unterschiedlichen Sauerstoff- und Glukosekonzentra-

tionen kultiviert, um den Einfluss relevanter physiologischer Bedingungen auf 

den anti-proliferativen Effekt von Metformin abschätzen zu können (Kapitel 1.4).  

 

4.1 Anti-proliferativer Effekt von Metformin  

Zur Bestimmung des anti-proliferativen Effektes von Metformin wurde ein Kon-

zentrationsbereich von 1 bis 40 mmol/L Metformin gewählt, der sich an publi-

zierten Daten orientierte (z. B. Ben Sahra I et al., 2008). Nach einer Inkubati-

onszeit von 72 Stunden war ein IC50 für die kolorektalen Karzinomzelllinien be-

stimmbar (Tabelle 4.1). Für die Kontrollzellen HUVEC (Epithelzellen) und 

NDHF-C (Fibroblasten) war zu keinem Zeitpunkt ein IC50 bestimmbar, da dieser 

über der höchsten getesteten Konzentration von 40 mmol/L lag (Tabelle 4.1).  

 

Tabelle 4.1: Die IC50-Werte von Metformin (mmol/L) für kolorektale Karzinomzelllinien und 
Kontrollzellen. Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (11 mmol/L Glukose) bei verschiede-
nen Konzentrationen an Metformin (1, 5, 10, 20, 40 mmol/L) bei 21 % Sauerstoff kultiviert (s. 
auch Abbildung 4.2). Angegeben ist der Mittelwert mit dem 95 % Konfidenzintervall (in Klam-
mern) von drei unabhängigen Versuchen. Bei Angabe von „>40“ lag der IC50 oberhalb der ge-
testeten Konzentration an Metformin. (---) nicht durchgeführt.  

Zelllinie 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden 

Colo678  >40  >40  15,0 (6,0-36) 

Colo741  >40  ---  12,0 (6,0-23) 

HCT116  ---  ---  9,0 (6,0-14,0) 

HT29  >40  ---  7,2 (1,0-49) 

LS174T  >40  >40  11,0 (7,0-17) 

RKO  >40  >40  14,0 (10-21) 

HUVEC  >40  >40  >40 

NDHF-C  >40  >40  >40 
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Der anti-proliferative Effekt von Metformin für verschiedene Konzentrationen (5, 

10, 25, 50 und 100 µmol/L Metformin) ist in Abbildung 4.1 (sowie Abbildung 

10.1 und 10.2 im Anhang) gezeigt.  

Abbildung 4.1: Der anti-proliferative Effekt von Metformin im Kolonie-Assay. Viertausend 
Zellen wurden pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit sechs Vertiefungen ausgesät und nach 
zwei Tagen in Kultur mit Metformin (5-100 mmol/L) für weitere sechs Tage kultiviert. Die Zellen 
wurden mit Kristallviolett angefärbt und fotografiert (Pathologisches Institut der Universität 
Würzburg). Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen einer Auswahl an Zelllinien. Ein zytoreduk-
tiver Effekt bei Fibroblasten war ab einer Metformin-Konzentration von 25 mmol/L nachweisbar, 
bei kolorektale Karzinomzellen ab 5 bzw. 10 mmol/L Metformin.  

 

Durch Normalisierung der Primärdaten (hierbei handelt es sich um die im ELI-

SA-Reader gemessene optische Dichte) auf die Aussaat bestand die Möglich-

keit, den anti-proliferativen Effekt von Metformin als Zytostase bzw. Zelltoxizität 

zu differenzieren (Abbildung 4.2). So waren für 40 mmol/L Metformin bei allen 

Tumorzelllinien geringe zelltoxische Effekte (Abnahme der Zellzahl um weniger 

als 20 % der Aussaat) bis deutliche zelltoxische Effekte (Abnahme der Zellzahl 

um ca. 50 % der Aussaat) nachweisbar. An den Kontrollzellen waren keine bzw. 

geringe zelltoxischen Effekte durch Metformin zu finden (Abbildung 4.2).  
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Abbildung 4.2: Der anti-proliferative Effekt von Metformin. Der anti-proliferative Effekt von 
Metformin wurde für einen Konzentrationsbereich von 1 bis 40 mmol/L bestimmt. Der Anteil 
vitaler Zellen wurde auf die Aussaat normalisiert (Querstrich). ***p <0.001; **p <0.01; *p <0.05 
im Vergleich zur Nullkontrolle. Zwei-Weg-ANOVA mit Bonferroni-Korrektur. 



-21- 
 

Die Verdoppelungszeit als Maß für die Zunahme an vitalen Zellen wurde mit 

und ohne Metformin bestimmt. Aus diesen Daten wird ebenfalls ein anti-

proliferativen Effekt von Metformin erkennbar (Tabelle 4.2). So führte die Inku-

bation der Tumorzellen mit Metformin zu einer Verlängerung der Verdopplungs-

zeiten um den Faktor 1,4 (Colo678) bis 2,9 (RKO). Die Verdopplungszeiten für 

die Kontrollzellen (HUVEC und NHDF-C) wurden durch Metformin nicht 

(HUVEC) bzw. unwesentlich (NHDF-C) verlängert (Tabelle 4.2). 

 

Tabelle 4.2: Zellverdoppelungszeiten mit und ohne Metformin. Die Verdopplungszeiten in 
Stunden (mit 95%-Konfidenzintervall in Klammern) wurden berechnet wie beschrieben (Kapitel 
3.4). Die Bestimmung der Verdopplungszeiten erfolgt bei 21 % Sauerstoff nach einer Inkubati-
onszeit von 72h bei der entsprechenden IC50-Konzentration (Tabelle 4.1). Zu den Zelllinien s. 
Tabelle 3.1. 

Zelllinie ohne Metformin mit Metformin 

Colo678 35,2 (32,0-38,4) 48,3 (15,5-80,7) 

Colo741 36,6 (31,9-41,3) 94,8 (20,1-169,4) 

HCT116 42,9 (36,3-49,4) 78,1 (38,8-117,5) 

HT29 32,8 (30,2-35,4) 73,3 (56,2-90,3) 

LS174T 34,6 (31,4-37,9) 65,0 (38,6-91,5) 

RKO 25,3 (23,1-27,6) 72,0 (55,0-88,9) 

HUVEC 73,6 (50,1-97,1) 61,4 (32,7-90,2) 

NDHF-C 107,3 (92,3-122,4) 126,5 (83,6-169,4) 

 

Als nächstes wurde untersucht, ob die Tumorzellen nach Inkubation mit Met-

formin erneut in einen proliferativen Phänotyp wechseln, wenn sie in Metformin-

freiem Medium weiter kultiviert werden. Dazu wurden die Zellen mit einer Kon-

zentration an Metformin (zwischen 5 und 50 µmol/L) für 48 Stunden inkubiert, 

die sich an IC50-Werten aus Tabelle 4.1 orientierten, um anschließend ohne 

Metformin für bis zu 192 Stunden (8 Tage) weiter kultiviert zu werden (Abbil-

dung 4.3). Diese Zellen zeigten mit zunehmender Kulturdauer in Metformin-

freiem Medium eine Zunahme ihrer Proliferation. Dagegen führte die Vorinkuba-

tion der Tumorzellen mit 100 µmol/L Metformin für 48 Stunden zu einem irre-

versiblen anti-proliferativen Effekt (Abbildung 4.3).  
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Abbildung 4.3: Der durch Metformin induzierte anti-proliferative Effekt ist reversibel. Ko-
lorektale Zellen wurden in RPMI 1640-Kulturmedium für 48 Stunden mit Konzentration an Met-
formin (zwischen 5 und 50 µmol/L) inkubiert, die sich an IC50-Werten aus Tabelle 4.1 orientier-
ten. Anschließend wurde das Medium gewechselt und die Zellen ohne Metformin bis zu 
192 Stunden (8 Tage) weiter kultiviert. Die Zellzahl wurde im Kristallviolett-Assay bestimmt und 
auf die Aussaat (rote Linie) normalisiert. Gezeigt ist der Anteil vitaler Zellen in Abhängigkeit der 
Konzentration an Metformin während der 48-Stunden-Kultur.  
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Metformin in einer Konzentration von 100 mmol/L induzierte bei den untersuch-

ten Tumorzelllinien irreversible zytotoxische Effekte nach einer Inkubationszeit 

von 48 Stunden. Metformin in einer Konzentration zwischen 5 und 50 mmol/L 

induzierte reversible zytostatische Effekte (Abbildung 4.3). Die in diesem Kapitel 

gezeigten Daten belegen in ihrer Gesamtheit einen antiproliferativen Effekt von 

Metformin bei kolorektalen Karzinomzellen. 

 

4.2 Anti-proliferativer Effekt von Metformin in Kombination mit 5-FU bzw. 

Oxaliplatin 

Nangia-Makker et al. konnten einen synergistischen Effekt zwischen Metformin 

und 5-FU sowie zwischen Metformin und Oxaliplatin nachweisen (Nangia-

Makker P et al., 2014). Die Wirksamkeit dieser interessanten therapeutischen 

Option sollte auch an kolorektalen Karzinomzellen überprüft werden. Für diese 

Untersuchungen wurde Metformin in einer Konzentration von 10 mmol/L – bei 

dieser Konzentration waren zytostatische Effekte nachzuweisen (Abbil-

dung 4.2) – mit 5-FU oder Oxaliplatin kombiniert. Nach 72 Stunden wurde der 

Anteil vitaler Zellen mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt.  

 

Die gewählten Konzentrationen an 5-FU (5 mmol/L) und Oxaliplatin (1 µmol/L) 

verringerten den Anteil vitaler Zellen nicht unter 50 %, sodass in den Kombina-

tionsansätzen eine mögliche Steigerung beim anti-proliferativen Effekt nachzu-

weisen gewesen wäre – und zwar durch eine weitere Abnahme vitaler Zellen. 

Die Ergebnisse der Kombinationsversuche zeigen eindeutig, dass für die ge-

wählten Konzentrationen an Metformin, 5-FU und Oxaliplatin eine Zunahme des 

anti-proliferativen Effektes der Chemotherapeutika in den Kombinationsansät-

zen nicht erreicht wurde (Abbildung 4.4).  
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Abbildung 4.4: Die Kombination aus Metformin (MET) und 5-FU sowie Metformin und 
Oxaliplation (OX) verstärkt nicht den anti-proliferativen Effekt der Chemotherapeutika. 
Der Anteil vitaler Zellen wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert (rote Linie).  
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4.3 Anti-proliferativer Effekt von Metformin in Hypoxie  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, den anti-proliferativen Effekt von Metformin 

auch bei Tumor-physiologischen Sauerstoffkonzentrationen zu untersuchen 

(Kapitel 1.4). Hierzu wurden Kolonkarzinomzellen bei 1 % und 21 % Sauerstoff 

(Kontrolle) mit und ohne Metformin für 72 Stunden inkubiert und die halbmaxi-

male inhibitorische Konzentration (IC50, Kapitel 3.3) bestimmt.  

 

Tabelle 4.3: Vergleich der IC50 Werte (mmol/L) von Metformin bei 21 % und 1 % Sauer-
stoff. Die Zellen wurden für drei Tage mit 11 mmol/L Glukose inkubiert. 95 % Konfidenzintervall 
in Klammern angegeben. Die Zellen wurden für 3 Tage inkubiert.  

Zelllinie 1 % Sauerstoff 21 % Sauerstoff 

 Colo678  32 (13-79)  15 (6-36) 

 Colo741  27 (8-95)  12 (6-23) 

 HCT116  20 (10-39)  9,0 (6-14) 

 HT29  6,9 (4-12)  7,2 (1-49) 

 LS174T  12 (7-21)  11 (7-17) 

 RKO  68 (27-170)  14 (10-21) 

 

Im Vergleich zu 21 % Sauerstoff verdoppelte sich bei 1 % Sauerstoff der IC50-

Wert für Metformin bei drei der sechs kolorektalen Karzinomzellen (Colo678, 

Colo741, HCT116); bei RKO vervierfachte sich der IC50-Wert und bei zwei Zell-

linien (LS174T, RKO) blieb der IC50-Wert nahezu unverändert.  

 

4.4 Glukose und anti-proliferativer Effekt von Metformin 

Die Hyperproliferation von Tumorzellen basiert auf einer gesteigerten Glykolyse 

(Kapitel 1.2 u. 6.1). Ziel der Untersuchungen zu diesem Thema war, den anti-

proliferativen Effekt von Metformin an Tumorzellen zu untersuchen, die mit phy-

siologisch relevanten Glukosekonzentrationen inkubiert wurden: 2,5 mmol/L 

(hypoglykämische Stoffwechselsituation), 5 mmol/L (normoglykämische Stoff-

wechselsituation) und 11 mmol/L (hyperglykämische Stoffwechselsituation) (s. 

Kapitel 1.4). Der anti-proliferative Effekt von Metformin war tendenziell am 

stärksten bei 5 und 11 mmol/L Glukose (Abbildung 4.5) – besonders gut für Co-

lo678 bei 50 mmol/L Metformin zu sehen. 
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Abbildung 4.5: Der anti-proliferative Effekt von Metformin in Abhängigkeit von der Glu-
kosekonzentration. Glukosekonzentrationen wie angegeben. Metformin wurde in Konzentrati-
onen von 25 und 50 mmol/L eingesetzt. Der Anteil vitaler Zellen wurde nach 72 Stunden in 
Normoxie mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (0) norma-
lisiert. 
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4.5 Untersuchungen zur Metformin-AMPK-Interaktion  

Als zentrales Target der Metformin-Wirkung gilt AMPK (Kapitel 1.3). Diese Aus-

sage basiert auf Untersuchungen an Hepatozyten und beschreibt vermutlich 

auch die Situation für kolorektale Karzinomzellen. Hierzu wurden als erstes 

AMPK und Phospho-AMPK, die aktive Form der AMPK, in den Zellen erfolg-

reich nachgewiesen (Abbildung 10.3). Zusätzlich wurde in dieser Arbeit gezeigt, 

dass Metformin die Phosphorylierung der AMPK induziert (Abbildung 4.6).  

 

Abbildung 4.6: Nachweis der durch Metformin induzierten aktiven Form der AMPK 
(Phospho-AMPK) in Tumorzellen. Hierzu wurden LS174T-Zellen mit 5 und 10 mmol/L Met-
formin für 24 Stunden in Kulturmedium inkubiert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit Oli-
gomycin für 6 Stunden inkubiert (Abbildung 10.4). (M): Proteinmarker in kDa (Kapitel 3.6). 
AMPK und Phospho-AMPK (62 kDa) auf Höhe des 70 kDa Markers. Repräsentatives Ergebnis 
mit LS174T-Zellen.  

 

Dorsomorphin, auch als Compound C bekannt, gilt als selektiver Inhibitor der 

AMPK, was auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Abbildung 10.5). Die 

Bestätigung der Funktion von Compound C in kolorektalen Karzinomzellen er-

laubte in einem zweiten Schritt zu prüfen, ob sich der anti-proliferative Effekt 

von Metformin durch Compound C tatsächlich aufheben bzw. beeinflussen lässt 

(Abbildung 4.7). Compound C wurde in einer Konzentration von 5 µmol/L ein-

gesetzt (Zhuang Y et al., 2014). Hierzu wurden die Zellen zuerst mit Com-

pound C für 6 Stunden inkubiert und anschließend mit Metformin in einer Kon-

zentration von 25 und 50 mmol/L für 48 bzw. für 72 Stunden weiter kultiviert 

(Abbildung 4.7). Beide Versuchsansätze führten zu keiner Hemmung des anti-

proliferativen Effektes von Metformin. 

5 100

Metformin (mmol/L)

Phospho-AMPK

AMPK

0 1 5 10

Oligomycin (µmol/L)

100

70

55

100

70

55

M M M M

 



-28- 
 

0

50

100

150

Colo678
P

ro
lif

e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

48h 72h

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C 0

50

100

150

Colo741

P
ro

lif
e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

72h48h

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0

50

100

150

HT29

P
ro

lif
e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

72h48h

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C 0

50

100

150

HCT116
P

ro
lif

e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

48h 72h
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0

50

100

150

LS174T (72 Stunden)

P
ro

lif
e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

72h48h

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0

50

100

150

RKO

P
ro

lif
e
ra

tio
n

[%
 r

e
la

tiv
 z

u
r 

K
o
n
tr

o
lle

]

72h48h

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

0


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

2
5
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

5
0
m

m
o
l/l

 M
E

T

5


m
o

l/l
 C

o
m

p
C

Abbildung 4.7: AMPK Inhibitor Compound C (CompC) hemmt nicht den anti-proliferativen 
Effekt von Metformin (MET). Compound C (5 µmol/L) wurde mit 25 und 50 mmol/L Metformin 
kombiniert. Die Anzahl vitaler Zellen wurde auf die Null-Kontrolle normalisiert. 
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5 Beantwortung der Fragen 

1. Bei welchen Konzentrationen an Metformin waren anti-proliferative Ef-

fekte bei kolorektalen Karzinomzellen nachzuweisen?  

Anti-proliferative Effekte von Metformin waren zwischen 1 und 40 mmol/L als 

Zytostase nachzuweisen. Bei einer Konzentration von 100 mmol/L Metformin 

zeigte der anti-proliferative Effekt von Metformin zytotoxische Eigenschaften.  

 

2. Wie wurde der anti-proliferative Effekt von Metformin durch veränderte 

Sauerstoff- oder Glukosekonzentrationen beeinflusst? 

Der anti-proliferative Effekt von Metformin in Normoxie war nahezu unabhängig 

von der Glukosekonzentration (2,5; 5,0; 11 mmol/L). Dagegen nahm der anti-

proliferative Effekt von Metformin bei 4 von 6 Tumorzelllinien in Hypoxie bei 11 

mmol/L Glukose im Vergleich zur Normoxie um mehr als das Doppelte ab.   

 

3. Verstärkten die Chemotherapeutika 5-FU und Oxaliplatin den anti-

proliferativen Effekt von Metformin? 

Die Kombinationen von Metformin und 5-FU oder Metformin und Oxaliplatin 

führte zu keiner Steigerung des anti-proliferativen Effektes im Vergleich zu den 

Einzelsubstanzen. 

 

4. Wurde für den AMPK-Inhibitor Compound C (Dorsomorphin) ein positi-

ver Effekt auf die durch Metformin gehemmte Tumorzellproliferation nach-

gewiesen? 

Als zentrales Target der Metformin-Wirkung auch in Tumorzellen wird die 

AMPK gesehen. Die aktive / phosphorylierte Form der AMPK wurde in den ko-

lorektalen Karzinomzelllinien nachgewiesen. Der anti-proliferative Effekt von 

Metformin ließ sich aber nicht durch den AMPK-Inhibitor Compound C aufhe-

ben. Dies deutet darauf hin, dass die Konzentration an Compound C optimiert 

werden müsste bzw. der anti-proliferative Effekt von Metformin nicht bzw. nicht 

ausschließlich über eine Aktivierung der AMPK vermittelt wird. Dieser Aspekt ist 

in der Literatur ebenfalls nicht abschließend geklärt.   



-30- 
 

6 Diskussion 

Ziel der Arbeit war der Nachweis eines anti-proliferativen Effektes für das orale 

Diabetesmedikament Metformin bei kolorektalen Karzinomzellen in vitro. Dazu 

wurden unterschiedliche Glukosekonzentrationen untersucht, die physiologisch 

relevante Situationen abbilden (Kapitel 1.4): 5 mmol/L für normoglykämische 

Blutzuckerspiegel (zwischen ca. 3,8-5,5 mmol/L), 2,5 mmol/L für hypoglykämi-

sche Blutzuckerspiegel nach kurzzeitigem Fasten von ca. 72 Stunden (zwi-

schen ca. 2,8-3,3 mmol/L) und 11 mmol/L für hyperglykämische Blutzucker-

spiegel. Zusätzlich wurde eine für das kolorektale Karzinom tumorphysiologi-

sche Sauerstoffkonzentration von 1 % untersucht (Kapitel 1.4).  

 

6.1 Glukosestoffwechsel und Hypoxie  

Beim onkologischen Patienten stellt die durch den Tumor verursachte systemi-

sche hypermetabole Stoffwechselsituation (Stumvoll M et al., 1995; Gatenby 

RA, Gillies RJ., 2004; Shaw RJ., 2006; Pernicova I, Korbonits M., 2014) den 

relevanten Auslöser für Tumorkachexie dar und damit für eine Vielzahl onkolo-

gisch-bedingter Todesfälle (Al-Zoughbi W et al., 2014).  

 

Der Tumorstoffwechsel, charakteristisch für eine überschießende Milchsäure-

bildung, ermöglicht malignen Zellen ihren Stoffwechsel an hypoxische Bedin-

gungen anzupassen (Gatenby RA, Gillies RJ., 2004; Shaw RJ., 2006). In Hypo-

xie wird das in der Glykolyse durch partielle Oxidation6 aus Glukose gebildete 

Pyruvat in den Mitochondrien nicht weiter zu Kohlendioxid oxidiert – anders bei 

Normoxie. Da der Hauptanteil der in Glukose befindlichen chemischen Energie 

erst an der Atmungskette durch oxidative Phosphorylierung in die Bildung von 

ATP mündet (30 Moleküle versus 2 Moleküle ATP aus der Glykolyse pro Mole-

kül Glukose), weisen Zellen in Normoxie einen geringeren Glukoseumsatz auf 

als in Hypoxie. Dieser Zusammenhang zwischen Glukoseverbrauch und Sauer-

stoffversorgung wird als Pasteur-Effekt bezeichnet, der darauf zurückzuführen 

ist, dass bei Sauerstoffmangel eine weitere Oxidation von Pyruvat an der mito-

 
6 Chemisch exakter handelt es sich hierbei um eine Dehydrierung, da die Oxidationsvorgänge in der Glykolyse keinen 
Sauerstoff als Elektronenakzeptor benötigen. 
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chondrialen Atmungskette nicht mehr stattfindet (Shaw RJ., 2006). In malignen 

Zellen ist der Pasteur-Effekt ausgesetzt und so wird auch in Gegenwart von 

Sauerstoff der Großteil des Pyruvats zu Laktat reduziert und – wenn über-

haupt – nur ein geringer Anteil des Pyruvats noch in den Mitochondrien zu Koh-

lendioxid oxidiert (Fernandez-de-Cossio-Diaz J, Vazquez A, 2017). Diese Ei-

genschaft maligner Zellen, auch bei aeroben Bedingungen Laktat zu bilden, 

wurde bereits 1923 von Otto Warburg an Tumorgewebeschnitten nachgewiesen 

(Warburg O et al., 1923) und ist in der Literatur als „Warburg-Effekt“ oder „aero-

be Glykolyse“ bekannt (Shaw RJ., 2006). So weisen Tumorzellen eine 20- bis 

30-fach erhöhte Glukoseaufnahme auf als nicht-transformierte Zellen (Holm E 

et al., 1995). Der veränderte Glukosestoffwechsel von Tumorzellen wird bei der 

Positronen-Emissionstomographie (PET) mit 18F-Fluordesoxyglukose (FDG) zur 

bildgebenden Diagnose von malignem Gewebe genutzt (Gatenby RA, Gillies 

RJ, 2004). 

 

Als wesentliche Ursache für eine geringe Oxygenierung von Tumorgewebe, 

allgemein als Tumorhypoxie bezeichnet, wird das starke Wachstum von Tumo-

ren gesehen (Brown JM, 2007), mit der die Versorgung des Tumors mit Blutge-

fäßen nicht mehr nachkommt. Hinzu kommt, dass die vom Tumor neugebilde-

ten Gefäße häufig strukturelle und funktionelle Anomalitäten aufweisen (Vaupel 

P, Mayer A, 2007), sich hierdurch der Blutfluss in den Gefäßen verringert und 

die verminderte Versorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff noch verstärkt 

(Chaplin DJ et al., 1986). Die Anpassung des Tumorstoffwechsels an hypoxi-

sche Bedingungen und damit das Überleben von Tumorzellen in Hypoxie erfolgt 

durch den Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor 1 oder HIF-1 (Se-

menza GL, 2012; Cho SY et al., 2013; Garolfalo C et al., 2013). Bei HIF-1 han-

delt es sich um ein heterodimeres Protein, das aus einer - und -Untereinheit 

besteht. Bei Normoxie, nicht aber Hypoxie, wird die -Untereinheit proteosomal 

abgebaut, sodass nur in Hypoxie das Heterodimer seine Funktion als Transkrip-

tionsfaktor wahrnehmen kann und die Transkription zahlreicher Gene indu-

ziert – unter anderem auch solche, die die für die Enzyme der Glykolyse kodie-

ren. Dies führt zu einer Steigerung der Umsatzrate der Glykolyse (Williams AC 
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et al., 1999). Ein solcher glykolytischer Phänotyp trägt dazu bei, die Wirksam-

keit von Radio- und Chemotherapien zu verringern bis hin zu einem kompletten 

Verlust der Wirksamkeit (Brown JM, 2007). Zusätzlich wird vermutet, dass HIF-

1 auch unabhängig von seiner Aktivierung bei Sauerstoffmangel durch mutier-

te Tumorsuppressorgene aktiviert werden kann (Shaw RJ., 2006). Wheaton et 

al. konnten zeigen, dass Metformin die Stabilisierung von HIF-1 in Hypoxie 

vermindert und die Expression HIF-abhängiger Gene abnimmt. Da zu diesen 

abhängigen Genen auch solche gehören, die für Enzyme der Glykolyse kodie-

ren (s. o.), kommt es zu einer Beeinträchtigung des Glukosestoffwechsels, was 

den anti-proliferativen Effekt von Metformin in Hypoxie mit erklären kann (Whe-

aton WW et al., 2014). Andererseits finden Garofalo et al. einen aktivierenden 

Effekt von Metformin auf die AMPK bei Normoxie, nicht aber Hypoxie (Garofalo 

C et al., 2013). 

 

Aufgrund der in diesem Kapitel beschriebenen Zusammenhänge wurde in der 

vorliegenden Arbeit der anti-proliferative Effekt von Metformin auch in Hypoxie 

untersucht. Die Bestimmung der IC50-Werte für Metformin in Normoxie (21 % 

Sauerstoff) und Hypoxie (1 % Sauerstoff) als Maß für die Stärke des antiprolife-

rativen Effektes, zeigte kein einheitliches Bild: So verdoppelte sich im Vergleich 

zu 21 % Sauerstoff bei 1 % Sauerstoff der IC50-Wert für Metformin bei drei der 

sechs kolorektalen Karzinomzellen, bei RKO vervierfachte sich der IC50-Wert 

und bei zwei Zelllinien blieb dieser nahezu unverändert (Kapitel 4.3). 

 

Ob schwankende Blutzuckerspiegel den antiproliferativen Effekt von Metformin 

beeinflussen können, wurde bisher noch nicht untersucht. Die klinischen Daten 

lassen dies aber vermuten. So erhöht T2DM Morbidität und Mortalität von ma-

lignen Erkrankungen (Rizos CV, Elisaf MS., 2013) und ein permanent erhöhter 

Blutzuckerspiegel hat sich als grundlegender Faktor (neben einem erhöhten 

Insulinspiegel) für malignes Zellwachstum erwiesen (Kaaks R, Lukanova A, 

2001; Birsoy K, Possemato R, 2014). Zur Untersuchung physiologisch-

relevanter Bedingungen in vitro, die in vivo auf Zellen eines soliden Tumors wir-

ken können, wurden die Tumorzellen bei unterschiedlichen Konzentrationen an 
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Glukose kultiviert (Kapitel 1.4): 11 mmol/L Glukose, repräsentativ für hypergly-

kämische Blutzuckerspiegel; 5 mmol/L Glukose, für normoglykämische Blutzu-

ckerspiegel, und 2,5 mmol/L Glukose für hypoglykämische Blutzuckerspiegel. 

Die Annahme, dass verringerte Blutzuckerspiegel den antiproliferativen Effekt 

verstärken, konnte mit dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Im Gegenteil, die Da-

ten lassen einen umgekehrten Effekt bei einigen Tumorzelllinien erkennen (Ka-

pitel 4.4). Danach wäre der antiproliferative Effekt von Metformin bei guter Ver-

sorgung der Zelle mit Glukose stärker als bei einer schlechteren Versorgung.   

 

6.2 Anti-Tumor-Effekt von Metformin in vitro 

Nangia-Makker et al. konnten einen synergistischen Effekt für die Kombination 

aus Metformin und 5-FU sowie Metformin und Oxaliplatin bei chemoresistenten 

kolorektalen Karzinomzelllinien nachweisen (Nangia-Makker P et al., 2014). 

Eine im gleichen Jahr erschienene Arbeit von Lesan et al. beschreibt einen an-

tagonistischen Effekt für Metformin in Kombination mit Cisplatin (Lesan V et al., 

2014). Auch in dieser Arbeit konnte für die Kombinationen aus Metformin und 5-

FU sowie Metformin und Oxaliplatin keine Zunahme des anti-proliferativen Ef-

fektes gezeigt werden. Dagegen waren stärkere antiproliferative Effekte für an-

dere Chemotherapeutika in Kombination mit Metformin beschrieben wie z. B. 

Vincristin (Garofalo C et al., 2013). Eine mögliche Erklärung für diese unter-

schiedlichen Ergebnisse könnte im Transport von Wirkstoffen über die Plas-

mamembran liegen.  

 

Biologische Transportsysteme sind von elementarer Bedeutung für Zellen, Ge-

webe und Organe und damit für den Organismus. So vermittelt der organische 

Kationentransporter (organic cation transporter) OCT1 die Aufnahme einer Viel-

zahl unterschiedlicher Kationen endogener Metabolite so auch Metformin 

(Segal E et al., 2011; Iglesias DA et al., 2013; Anwar MA et al., 2014). OCT1 

wird auch von Tumorzellen exprimiert und Segal et al. konnten an Zellen mit 

einem Knockdown von OCT1 einen abnehmenden antiproliferativen Effekt von 

Metformin zeigten (Segal E et al., 2011). Nach Zhang et al. stellt die Expression 

von OCT1 auch für die Wirkung von Oxaliplatin eine wesentliche Vorausset-
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zung dar (Zhang S et al., 2006). Zudem konnten die Autoren an allen geteste-

ten Kolonkarzinomproben eine Expression von OCT1 nachweisen. Das ist er-

wähnenswert, da das zytotoxische Potential klassischer Chemotherapeutika 

eher mit Transmembranproteinen aus der Familie der ABC-Transporter wie das 

Multidrug resistance-Protein 1 (MRP1) in Verbindung gebracht werden. Thera-

peutische Bedeutung erlangten ABC-Transporter durch ihre Beteiligung an der 

Bildung von Chemoresistenz bei Tumoren (Cui H et al., 2015). Ein möglicher 

Zusammenhang zwischen der Stärke der Expression von OCT1 und dem anti-

proliferativen Effekt von Metformin wurde in dieser Arbeit nicht untersucht; auch 

nicht, ob die OCT1-Expression einen geeigneten Marker für die Stärke des an-

tiproliferativen Effektes von Metformin darstellt.  

 

Eine weitere Erklärung für die oben beschriebenen unterschiedlichen Ergebnis-

se zu Metformin könnten die sehr unterschiedlichen Konzentrationen an Met-

formin sein, die für die Untersuchungen in vitro verwendet wurden. Bei der 

Mehrzahl der Experimente in vitro wurde Metformin in Konzentrationen von 1 

bis 40 mmol/L eingesetzt, was 165-6.600 mg/L entspricht7. So war für Konzent-

rationen von Metformin bis 10 mmol/L bei Zellen des hepatozellulären Karzi-

noms ein geringer antiproliferativer Effekt und bei Zellen des Lungen-, Magen- 

und Endometriumkarzinoms ein stärkerer antiproliferativer Effekt zu beobachten 

(Rizos CV et al., 2013). Interessanterweise sprechen Tumorstammzellen auf 

Metformin bereits bei einer Konzentration zwischen 0,1-0,3 mmol/L an und zei-

gen sich damit wesentlich empfindlicher als Tumorzellen (Hirsch HA et al., 

2009). Für die in dieser Arbeit untersuchten kolorektalen Karzinomzellen war 

ein anti-proliferativer Effekte von Metformin zwischen 1 und ca. 25 mmol/L als 

Zytostase nachzuweisen. Ab einer Konzentration von >25 mmol/L Metformin 

zeigte der anti-proliferative Effekt von Metformin zytotoxische Eigenschaften. 

 

 
7 Dass diese in vitro eingesetzten Konzentrationen an Metformin weit über dem therapeutisch empfohlenen Zielspiegel 
von 2,8 bis 15 µmol/L (0,47-2,5 mg/L) liegen, wird in der Literatur kritisch diskutiert (Stambolic V et al., 2009; Rizos CV 
et al., 2013; An H, He L., 2016). Die Limitation bei der Dosierung von Metformin wird als wichtiges Argument gegen 
Metformin als Komponente einer Tumortherapie gesehen (Garofalo C et al., 2013). Andererseits deutet eine Vielzahl an 
klinischen Studien auf einen anti-Tumor-Effekt von Metformin hin (Kapitel 1.2). Erhöhte Konzentrationen an Metformin in 
vitro ist den optimierten unphysiologischen Konditionen geschuldet, die eine optimale Tumorzellproliferation sicherstel-
len. Zudem sind Zellen in Zellkulturen nicht den indirekten systemischen Effekten von Metformin ausgesetzt, die das 
Angebot an Glukose, Insulin und diversen Wachstumsfaktoren einschränken (Pollak MN, 2012). 
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6.3 Metformin-AMPK-Achse 

Ein wesentlicher Wirkmechanismus von Metformin besteht in der Aktivierung 

der AMPK (Zhou G et al., 2001; Hardie DG et al., 2004(2)). Mit dem selektiven 

Inhibitor Compound C (Liu X et al., 2014) sollte der aktivierende Effekt von Met-

formin auf die AMPK verhindert werden. Hierzu wurde Compound C (Dorso-

morphin) in einer Konzentration von 5 µmol/L eingesetzt (Zhuang Y et al., 

2015). In dieser Konzentration verringerte Compound C zwar die Aktivierung 

der AMPK (Abbildung 10.5), die erwartete Reversibilität beim antiproliferativen 

Effekt von Metformin konnte aber nicht gezeigt werden (Kapitel 4.5). Ergebnisse 

hierzu aus der Literatur sind nicht eindeutig. Während einige Autoren AMPK als 

Haupttarget von Metformin sehen (Zhou G et al., 2001; Hawley SA et al., 2002; 

Musi N et al., 2002; Shaw RJ, 2006; Blandino G et al., 2012; Garofalo C et al., 

2013), konnten andere Arbeiten dies nicht bestätigen (Liu X et al., 2014; Vuci-

cevic L et al., 2016; Deschemin JC et al., 2017). Shaw et al. haben zeigen kön-

nen, dass die Stärke der LKB1-Expression das Ansprechen von Tumorzellen 

auf Metformin beeinflusst (Shaw RJ et al., 2005). Andererseits ist auch eine von 

der Stärke der LKB1-Expression unabhängige Hemmung der Tumorzellprolife-

ration durch Metformin beschrieben (Garofalo C et al., 2013).  

 

Die Aktivierung der AMPK erfolgt über die Phosphorylierung von Threonin 

(Thr172) (Kapitel 1.3). Der Nachweis von Phospho-Thr172 in den in dieser Ar-

beit untersuchten kolorektalen Karzinomzellen war erfolgreich, sodass im zwei-

ten Schritt der inhibitorische Effekt von Compound C auf die AMPK untersucht 

werden konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen nicht erkennen, dass Com-

pound C den anti-proliferativen Effekt von Metformin hemmt.  

 

Nach wie vor ist nicht abschließend geklärt, ob auch in Tumorzellen die AMPK 

ein wichtiges Target von Metformin darstellt.  
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7 Ausblick  

Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Metformin in Hepatozyten haben 

gezeigt, dass Metformin über eine Hemmung von Komplex I der Atmungskette8 

und einer hieraus resultierenden Änderung im ATP/AMP-Verhältnis die AMPK 

indirekt aktiviert (Owen MR et al., 2000). Eine aktivierte AMPK ihrerseits hemmt 

verschiedenste zelluläre anabole Stoffwechselwege (Kapitel 1.3). Dieser mole-

kulare Zusammenhang wird in Frage gestellt, seit gezeigt werden konnte, dass 

Meformin den Blutzuckerspiegel von Mäusen mit einem leberspezifischen 

Knockdown von AMPK oder LKB1 senkt (Foretz M et al., 2010).  

 

Das wesentliche Target von Metformin in Tumorzellen wird ebenfalls in der 

AMPK gesehen. Aktive AMPK wurde in verschiedenen Tumorzelllinien wie in 

kolorektalen Karzinomzellen nachgewiesen (Garofalo C et al., 2013; u. auch 

diese Arbeit). Der anti-proliferative Effekt von Metformin war nicht durch den 

AMPK-Inhibitor Compound C zu hemmen, obwohl dessen Inhibitor-Funktion in 

dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Um zu prüfen, ob der anti-proliferative Ef-

fekt von Metformin nicht bzw. nicht ausschließlich über die Aktivierung der 

AMPK vermittelt wird, sollte geprüft werden, ob effektive Aktivatoren der AMPK 

wie AICAR (Esfahanian N et al., 2012; Peyton KJ et al., 2012) in Tumorzellen 

tatsächlich antiproliferative Effekte auslösen. 

 

Transportproteine wie der organische Kationentransporter OCT1 sind am 

Transport von Metformin in die Zelle beteiligt. Segal et al. konnten zeigen, dass 

ein Knockdown von OCT1 den antiproliferativen Effekt von Metformin mindert 

(Segal E et al., 2011). Für die beiden Zelllinien HCT116 und RKO gelang be-

reits der Nachweis von OCT1 (Zhang S et al., 2006), sodass angenommen 

werden kann, dass OCT1 auch bei kolorektalen Karzinomzellen an der Auf-

nahme von Metformin beteiligt ist. Dies sollte im Detail untersucht werden, um 

die Bedeutung von OCT1 für den antiproliferativen Effekt von Metformin bei ko-

lorektalen Karzinomzellen besser zu verstehen.  

 
8 Ein Verlust des Membranpotentials durch Metformin (5 und 10 mmol/L für 72 Stunden) war von uns in Vorarbeiten 
nicht nachzuweisen (Abbildung 10.6 im Anhang).  
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8 Zusammenfassung  

Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen für das Antidiabetikum Metformin 

anti-Tumor-Effekte, die bisher ansatzweise für verschiedene Tumorzelllinien in 

vitro bestätigt wurden. Ziel der vorliegenden Arbeit war, den antiproliferativen 

Effekt von Metformin an sechs humanen kolorektalen Karzinomzelllinien (Co-

lo678, Colo741, HT29, HCT116, LS174T, RKO) zu untersuchen. Zur Identifizie-

rung eines anti-proliferativen Effektes von Metformin bei kolorektalen Karzinom-

zellen wurde ein Konzentrationsbereich von 1 bis 100 mmol/L untersucht. Die 

für die Tumorzelllinien bestimmte halbmaximale inhibitorische Konzentration 

(IC50) von Metformin reichte von 0,8 mmol/L (HT29) über 16 mmol/L (Colo678) 

bis >40 mmol/L (RKO). Der IC50 für die beiden nicht-transformierten Kontrollzel-

len lag ebenfalls über 40 mmol/L.  

 

Um die Untersuchungen in vitro bei relevanten tumorphysiologischen Bedin-

gungen durchführen zu können, die der Situation von Tumorzellen in einem so-

liden Tumor wie dem kolorektalen Karzinom möglichst nahekommt, wurden die 

Zellen bei unterschiedlichen Sauerstoff- und Glukosekonzentrationen kultiviert. 

Ein permanent erhöhter Blutzuckerspiegel hat sich als grundlegender Faktor für 

malignes Zellwachstum erwiesen. Der anti-proliferative Effekt von Metformin in 

Normoxie war nahezu unbeeinflusst von den untersuchten Glukosekonzentrati-

onen (2,5; 5,0; 11 mmol/L). Dagegen nahm in Hypoxie im Vergleich zu 

Normoxie der antiproliferative Effekt von Metformin bei 4 von 6 Tumorzelllinien 

um mehr als das Doppelte ab. Ein zentrales Target der Metformin-Wirkung stellt 

die AMPK, ein wichtiges Enzym für den Energiestoffwechsel der Zelle, dar. Ihre 

phosphorylierte Form war in den Tumorzelllinien nachzuweisen, doch der anti-

proliferative Effekt von Metformin war nicht durch den AMPK-Inhibitor Com-

pound C zu hemmen.  

 

Ein antiproliferativer Effekt von Metformin war bei kolorektalen Karzinomzellen 

nachzuweisen, doch bleiben die durch Metformin ausgelösten molekularen Me-

chanismen in der Tumorzelle weiterhin wenig verstanden.  
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Abbildung 10.1: Der antiproliferative Effekt von 100 mmol/L Metformin. Die Zellen wurden 
in RPMI 1640-Kulturmedium für 72 Stunden inkubiert und die Zellzahl mit dem Kristallviolett-
Assay bestimmt.  
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Abbildung 10.2: Der antiproliferative Effekt von Meformin. Zellzahlbestimmung in Neu-
baur Zählkammer zur Visualisierung des antiproliferativen Effektes. Die rote Markierung 
bildet die Marke bei 106 vitalen Zellen ab.  



-46- 
 

Abbildung 10.3: Nachweis von AMPK 
und Phospho-AMPK in kolorektalen 
Karzinomzellen. Aktivierung der AMPK 
durch Mangelbedingungen (1 % FCS). 
LS174T-Zellen wurden in Kulturmedium 
mit 1 % oder 10 % FCS für 24 Stunden 
kultiviert. (M): Proteinmarker in kDa (zum 
Marker siehe Kapitel 3.6). Repräsen-
tatives Ergebnis von zwei unabhängigen 
Versuchen.  
 
 
 
Abbildung 10.4: Oligomycin induziert 
die Aktivierung von AMPK. Oligomycin 
ist ein Inhibitor der ATP-Synthase. Der 
dadurch verringerte ATP-Spiegel führt 
zur Aktivierung der AMPK. HT29-Zellen 
wurden mit Oligomycin für 6 Stunden in-
kubiert. (M): Proteinmarker in kDa (Kapi-
tel 3.6). AMPK und Phospho-AMPK (62 
kDa) auf Höhe des 70 kDa Markers. 
Repräsentatives Ergebnis. 
 

 
 

 
Abbildung 10.5: AMPK-Inhibitor Com-
pound C hemmt die Metformin-vermit-
telte Aktivierung der AMPK. LS174T-
Zellen wurden mit 5 µmol/L Compound C 
(Zhuang Y et al., 2014) für 6 Stunden 
vorinkubiert, bevor 5 mmol/L Metformin 
(Abbildung 4.1) für 18 Stunden hinzuge-
geben wurden. Die Inkubation mit Com-
pound C verringerte die Metformin-
vermittelte AMPK-Aktivierung. Repräsen-
tatives Ergebnis von zwei unabhängigen      

          Versuchen. 
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Abbildung 10.6: Metformin beeinflusst nicht das mitochondriale Membranpotential. Die 
Funktion der Atmungskette wurde mit dem kationischen, lipophilen Fluoreszenzfarbstoff JC-1 
überprüft (»Mitochondria Staining Kit«, Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. CS0390). JC-1 ist für die Mito-
chondrienmembran permeabel und JC-1 akkumuliert bei intakten Mitochondrien mit einem pola-
risierten Potentialgradienten in der Matrix der Mitochondrien und bildet dort rot-fluoreszierende 
J-Aggregate. Bei Mitochondrien mit einer defekten Atmungskette, hier ist das Membranpotential 
depolarisiert, bleibt die Bildung von J-Aggregaten aus und JC1 verbleibt im Zytosol als grün-
fluoreszierende Monomere. Val: Valinomycin, führt zu einer Depolarisierung des Membranpo-
tentials (=Positivkontrolle). Kontrolle: unbehandelte Zellen. 
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