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1 Einleitung

Das kolorektale Karzinom, hierbei handelt es sich vorwiegend um ein Adenokarzinom,
stellt das haufigste Malignom des Gastrointestinal-Traktes dar. Es steht bei Frauen an
zweiter und bei Mannern an dritter Stelle aller Krebsneuerkrankungen (Robert-Koch-
Institut und Gesell. der epidemiolog. Krebsregister in Deutschland e.V., 2015)1). Das
kolorektale Karzinom entwickelt sich aus Neoplasien des Darmepithels (adenomatése
Polypen) liber eine Reihe von Mutationen z. B. in den Tumorsuppressorgenen APC?
oder p53, die zu unkontrolliertem Zellwachstum fiihren. Diese neoplastische Trans-
formation wird als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet (Fearon und Vogelstein,

1990; Armaghany et al., 2002).

1.1 Staging und Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Stadieneinteilung (»Staging«) des kolorektalen Karzinoms basiert innerhalb der
Klassifikation nach UICC (Union International Contre le Cancer) auf dem TNM-System.
Dabei wird mit »T« die Ausdehnung des Primartumors bezeichnet, mit »N« das Vor-
handensein von Lymphknotenmetastasen und mit »M« das Vorhandensein hamatoge-
ner Fernmetastasen. Aus der Kombination dieser drei Parameter ergeben sich die Sta-
dien I-1V (die Stadien lI-IV sind noch unterteilt), woran sich malRgeblich die Therapie
orientiert. In den UICC Stadien | und Il befinden sich Patienten mit lokalem Tumor oh-
ne Lymphknoten- oder Fernmetastasen, im UICC Stadium IIl befinden sich Patienten
mit Lymphknotenmetastasen unabhangig von der Ausdehnung des Primartumors und
im UICC Stadium IV befinden sich alle Patienten mit Fernmetastasen unabhangig vom
Primartumor und Lymphknotenmetastasen (Wittekind und Meyer, 2010). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate beim kolorektalen Karzinom liegt aktuell fiir Deutschland bei ca. 63 %
(Robert-Koch-Institut und Gesell. der epidemiolog. Krebsregister in Deutschland e.V.,

2015).

u www.gekid.de

2 Adenomatous polyposis coli; das durch dieses Gen codierte Protein ist an der Degradation von B-Catenin, einem Mediatorpro-
tein des fir die Zellentwicklung wichtigen Wnt-Signalweges.



Als Behandlung der Wahl bleibt die vollstiandige operative (RO) Resektion des tumor-
tragenden Darmabschnittes und der Lymphknoten im zugehoérigen Lymphabflussge-
biet. Dies gilt auch im fortgeschrittenen Stadium (ab UICC II) oder bei Vorliegen von
Metastasen. Beim lokal fortgeschrittenen kolorektalen Karzinom erfolgt nach RO-
Resektion eine multimodale Therapie aus adjuvanter Chemotherapie und/oder Radio-
chemotherapie. Als adjuvante Chemotherapie kommt fiir gewohnlich eine auf 5-
Fluoruracil (5-FU) basierte Mono- oder Kombinationstherapie zum Einsatz. Fortge-
schrittene Rektumkarzinome im mittleren und unteren Drittel werden zudem neoad-
juvant vorbehandelt. In den letzten Jahren wurde das Therapiespektrum fiir das kolo-
rektale Karzinom um monoklonale Antikérper erweitert, die den Rezeptor von Wachs-
tumsfaktoren (Cetuximab3)) blockieren oder an Angiogenesefaktoren (Bevacizumab4))
binden (Pox et al., 2013). Ein Uberlebensvorteil durch die zusitzliche Behandlung mit
diesen Antikorpern ist bisher fir das metastasierte kolorektale Karzinom gesichert

(Hagan et al., 2013).

1.2 Der Energiestoffwechsel maligner Zellen

Maligne Zellen weisen Besonderheiten in ihrem Energiestoffwechsel auf, die moglich-
erweise Targets flr therapeutische Ansatze bieten (Tennant et al., 2010). Die beiden
amerikanischen Krebsforscher Hanahan und Weinberg haben in ihrem viel beachteten
Ubersichtsartikel »The Hallmarks of Cancer« aus 2000 die Eigenschaften maligner Zel-
len kategorisiert (Hanahan und Weinberg, 2000) und in ihrer Uberarbeitung aus 2011
um zwei weitere Eigenschaften erganzt, wozu auch der tumorspezifische Energiestoff-

wechsel zahlt (Hanahan und Weinberg, 2011).

Ein grundlegender Stoffwechselweg, Gber den nahezu samtliche biologische Systeme
verfligen, stellt die Glykolyse dar (Abb. 1.1). Hierbei handelt es sich um eine im Zytosol
der Zelle lokalisierte mehrstufige Abfolge enzymatischer Reaktionen, bei der Glukose

zu Pyruvat (teil)oxidiert wird und gleichzeitig ATP® und Reduktionséquivalentee) in

* Der Antikérper Cetuximab bindet an den »Epidermal Growth Factor Receptor« (EGFR).
4 Der Antikérper Bevacizumab (Handelsname Avastin) den »Vascular Endothelial Growth Factor« (VEGF).
%) Adenosintriphosphat (ein universeller Energietrager der Zelle).
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Form von NADH+H" gebildet werden. Da der GroRteil der aus Glukose nutzbaren Ener-
gie sich noch im Pyruvat befindet, wird dieser Metabolit von der Zelle weiter verstoff-
wechselt (oxidiert). Wahrend die Oxidation von Glukose zu Pyruvat ohne Sauerstoff
auskommt, sie stellt biochemisch eine Dehydrierung dar, ist fiir die weitere Oxidation
von Pyruvat, die in den Mitochondrien ablauft, Sauerstoff erforderlich. Hierzu wird
Pyruvat bzw. AcetyI—CoA7) zuerst im Citratzyklus zu Kohlendioxid oxidiert und die frei-
werdenden Elektronen auf Reduktionsiquivalente (NADH+H" und FADH,) tibertragen.
Diese und die Reduktionsaquivalente aus der Glykolyse (ibergeben ihre Elektronen an
die Atmungskette, die ihrerseits diese stufenweise auf molekularen Sauerstoff lber-
tragt. Durch diese oxidative Phosphorylierung werden ca. 30 Molekiile ATP pro Mole-
kil Glukose gebildet. Das ist 15mal mehr ATP als in der Glykolyse durch Teiloxidation

von Glukose gewonnen wird (Dashty, 2013).

Gesundes Gewebe bezieht bis zu 70 % seines Energiebedarfs aus der oxidativen Phos-
phorylierung (Jang et al., 2013). Voraussetzung ist eine ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff (Normoxie), die im Gewebe fiir eine Diffusionsstrecke von ca. 100-150 um
ab einem BlutgefaR erreicht wird. Zellen, die auBerhalb dieser Versogungszone liegen,
sind mit Sauerstoff unterversorgt und damit hypoxischen Bedingungen ausgesetzt
(Fenton et al., 2002; Lopci et al., 2014). Ein wesentlicher Grund fiir die unzureichende
Versorgung von Tumoren mit Sauerstoff ist ihre abnorme Vaskularisation und Perfusi-
on, die zu einer verminderten Diffusion fiihren (Hockel und Vaupel, 2001; Vaupel und
Mayer, 2007). Schatzungen gehen davon aus, dass ca. 60 % der soliden Tumoren hypo-

xische und anoxische Bereiche aufweisen (Vaupel und Mayer, 2005).

In Hypoxie entfallt molekularer Sauerstoff als Akzeptor fiir Elektronen aus der Oxidati-
on von Glukose und die Zelle muss die anfallenden Reduktionsaquivalente aus der Gly-
kolyse auf andere Weise reoxidieren. Hierzu verbleibt Pyruvat im Zytosol und wird

selbst zum Akzeptor fiir die Elektronen von NADH+H". Dabei wird Pyruvat zu Milchs&u-

® Die beiden »Wasserstofftrager« Nicotinamidadenindinucleotid (NAD®) und (Flavinadenindinucleotid (FAD) nehmen Elektronen
aus Oxidationsreaktionen auf und geben diese bei Reduktionsreaktionen wieder ab wie z. B. an die Atmungskette.

7 Acetyl-CoA (»aktivierte Essigsdure«) entsteht durch oxidative Decarboxylierung von Pyruvat. Hierzu wird unter Abspaltung von
CO, der verbleibende Essigsdurerest an die SH-Gruppe des Coenzyms A gebunden. Erst in dieser Form wird Pyruvat im Citratzyklus
weiter verstoffwechselt (oxidiert). Diese Reaktion katalysiert der Multienzymkomplex Pyruvatdehydrogenase.
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re bzw. Laktat® reduziert und reoxidiertes NAD" als Elektronenakzeptor erneut in der
Glykolyse eingesetzt. Diese Reaktion wird von der Laktatdehydrogenase katalysiert

(Dashty, 2013).

Die in soliden Tumoren vorherrschende Versorgung mit Sauerstoff von unter 2 %
(McKeown, 2014) erfordert eine auf die Glykolyse weitestgehend beschrankte ATP-
Produktion, die den Energiebedarf der Krebszelle sichern kann (Pelicano et al., 2006;
Vander Heiden et al., 2009; Locasale und Cantley, 2011). Hierzu wird der Glukoseum-
satz in der Glykolyse erhoht (hyperaktive Glykolyse), was mit einer starken Laktatbil-
dung einhergeht, und als Anpassung an hypoxische Bedingungen gesehen wird (Bailey
et al., 2013). Eine hyperaktive Glykolyse basiert auf einer Abhangigkeit der Krebszelle
vom Energietrager Glukose, einer ungehemmten Aktivitdt der Laktatdehydrogenase
und - zur Vermeidung einer intrazelluliren Ubersiduerung - einem unbeschrinkten

Transport von Laktat aus der Zelle (Pelicano et al., 2006; Draoui und Feron, 2011).

Die starke Laktatbildung als ein Charakteristikum der hyperaktiven Glykolyse wurde
von Otto Warburg bereits 1923 beschrieben (Warburg und Minami, 1923). An Gewe-
beschnitten solider Tumoren bemerkte er eine starke Laktatbildung in Gegenwart von
Sauerstoff. Dies war dahingehend (iberraschend, da bekannt war, dass in normalen
Korperzellen die Bildung von Laktat (Milchsduregarung) durch Sauerstoff gehemmt
wird, der so genannte Pasteur-Effekt (Pasteur, 1861). In Tumorzellen dagegen verhin-
dert Sauerstoff nicht die Bildung von Laktat. Die in Krebszellen gesteigerte Glukoseauf-
nahme wird klinisch bei der Positronen-Emissions-Tomographie genutzt. Dazu erhalt
der Patient das radioaktiv-markierte Glukoseanalogon 18FIuor—2—Deoxyqukose, das sich
bevorzugt im Tumorgewebe anreichert (Mankoff et al., 2007). Mafigeblich fiir eine
hyperaktive Glykolyse, die nach Einschatzung des amerikanischen Krebsforschers Craig
B. Thompson ca. 60-90 % der Tumoren aufweisen (Garber, 2006), ist die Funktion der

Laktatdehydrogenase (Allison et al., 2014).

® Bei den in einer Zelle vorherrschenden physiologischen Bedingungen liegt Milchsdure gréRtenteils in Form ihres Anions, dem
Laktat vor.
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Abbildung 1.1: Der Energiestoffwechsel einer normalen und einer Krebszelle. In normalen Zellen wird
Pyruvat mehrheitlich in den Mitochondrien (Citratzyklus und oxidative Phosphorylierung) zu CO, und
H,0 oxidiert. In Krebszellen dagegen wird der Grofteil an Pyruvat im Zytosol zu Laktat reduziert. Die im
Wesentlichen auf die Glykolyse (hyperaktive Glykolyse) beschrdankte ATP-Produktion stellt dabei keinen
Nachteil fur die Krebszelle dar (Vander Heiden et al., 2009; Locasale und Cantley, 2011). LDH: Laktatde-
hydrogenase.

1.3 Bedeutung der Laktatdehydrogenase fiir den Stoffwechsel maligner Zellen

Die Laktatdehydrogenase stellt ein Tetramer dar, das in funf Isoformen (LDH1-5) vor-
kommen kann (Tabelle 1.1) und aus den beiden Proteinuntereinheiten »H« (codiert
durch das Gen LDH-B) und »M« (codiert durch das Gen LDH-A) gebildet wird. Beide
Untereinheiten weisen unterschiedliche Affinitdten zu Pyruvat bzw. Laktat auf, was

auch die Biochemie der funf Isoformen maligeblich beeinflusst. Die M-Untereinheit



weist eine starkere Affinitat zu Pyruvat auf als die H-Untereinheit, weshalb LDH5, be-
stehend aus vier M-Untereinheiten, auch bevorzugt die Reduktion von Pyruvat zu
Laktat katalysiert. Dagegen oxidiert LDH1 mit seinen vier H-Untereinheiten bevorzugt
Laktat zu Pyruvat, das damit dem oxidativen Stoffwechsel wieder zur Verfligung steht.
Auch die Gewebeverteilung ist unterschiedlich: Wahrend die Proteinuntereinheit H
verstarkt in Herzmuskelzellen (H) exprimiert wird, dominiert die Proteinuntereinheit M
in Skelettmuskelzellen (M), in Geweben mit hohem Glukoseverbrauch und in einer
Vielzahl von Tumoren wie auch dem kolorektalen Karzinom (Porporato et al., 2011;

Miao et al., 2013; Doherty und Cleveland, 2013).

Tabelle 1.1. Die Isoformen der Laktatdehydrogenase. In der Regel wird fiir Gen und Protein die gleiche
Bezeichnung verwendet, was zu Missverstandnissen fiihren kann. Deshalb werden in dieser Arbeit die
unterschiedlichen Bezeichnungen fir Gen und Protein bevorzugt, die so auch in der Literatur zu finden
sind. Die Ldnge der Reaktionspfeile soll die bevorzugte Reaktion der Isoform verdeutlichen. Siehe auch
Text. (L) = Laktat; (P) = Pyruvat.

Gen LDH-B LDH-A
Protein Untereinheit H Untereinheit M
lsoenzvm LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5
¥ HHHH HHHM HHMM  HMMM  MMMM
, P «—1L Pe—1L P —L
Bevorzugte Reaktion — -5 -«—

Die verstarkte Genaktivitat von LDH-A in Tumoren ldsst ein Potential dieser Zielstruktur
fir eine gezielte Hemmung von Krebswachstum erwarten (Grancji et al., 2013a). So
flhrte die Inhibition der Expression von LDH-A zu einer verminderten Tumorzellprolife-
ration und einer Abnahme der ATP-Bildung bei Normoxie um 16 % und Hypoxie um
51 %; eine ektopische Expression von LDH-A dagegen fiihrte wieder zur urspriinglichen
Zellproliferation (Granchi et al., 2013). Zusatzlich beeinflusst eine Inhibition von LDH-A
auch Metastasierung und Invasivitdt von Tumoren (Miao et al., 2013) mit Auswirkun-
gen auf das mediane Uberleben. M&use, die Tumorzellen mit einem LDH-Knockdown
erhielten, Gberlebten 104 Tage langer als Mause, deren Tumorzellen eine funktionelle
LDH aufwiesen (Fantin et al., 2006). Die Aktivitdt der Laktatdehydrogenase steht auch
in Zusammenhang mit der Ausbildung von Chemoresistenzen. So konnte durch Inhibi-

tion von LDH-A die Resistenz maligner Zellen gegeniiber Taxol aufgehoben werden
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(Zhou et al., 2010). Auch wurde durch Hemmung von LDH-A das Ansprechen Hercep-
tin-resistenter Tumorzellen auf den Antikorper Trastuzumab® verstarkt (Zhao et al.,

2011).

Im Gegensatz zu malignen Zellen wird bei nicht-transformierten epithelialen Zellen
Zellteilung und Zellfunktion durch Hemmung der Laktatdehydrogenase unbeeinflusst
(Fantin et al., 2006). Dies gilt fiir den »Normalzustand« Normoxie, hier decken sie ihren
Energiedarf hauptsachlich mit oxidativer Phosphorylierung, nicht aber fiir Hypoxie, wo
auch diese Zellen auf Glykolyse »umschalten«. Fiir gesunde Gewebe stellt Hypoxie
aber nicht den »Normalzustand« dar. Personen mit einem genetisch bedingten Mangel
an der M-Untereinheit zeigen keine bedrohlichen Ausfallerscheinungen (Kanno et al.,
1988). Damit scheint die Abhangigkeit von der Aktivitdt der Laktatdehydrogenase cha-
rakteristisch flr maligne Zellen zu sein (Miao et al., 2013) und ihre Hemmung folglich

mit geringen Nebenwirkungen verbunden zu sein.

1.4 Konzept einer kombinierten Inhibition von MRP1 und LDH

Das Multidrug resistance-Protein 1 (MRP1) gehort zur Familie der ABC-Transporter.
Hierbei handelt es sich um Transmembranproteine, die nach Bindung von ATP den
Export von Substraten gegen einen Konzentrationsgradienten durchfiihren (Cole,
2014a). Nachdem fir einige Mitglieder der ABC-Transporter-Familie eine Beteiligung
an der Ausbildung von Chemoresistenz nachgewiesen werden konnte, wurde versucht,
ihre Aktivitat zu hemmen und dadurch das Ansprechen der Zelle auf Chemotherapeu-
tika zu verstirken (Cui et al., 2015). Eine Uberexpression von MRP1, die sich als negati-
ver prognostischer Faktor fiir das Uberleben erwiesen hat (Munoz et al., 2007), wurde
in zahlreichen Tumoren nachgewiesen wie u. a. Lungen-, Kolon- und Mammakarzinom

(Hipfner et al., 1999).

° Der Antikorper Trastuzumab (Handelsname Herceptin) bindet an den EGF-Rezeptor HER2/neu.
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Auch die Uberexpression der M-Untereinheit der Laktatdehydrogenase (Tabelle 1.1) in
verschiedenen Neoplasien (Balinsky et al., 1983) ist ebenfalls mit einer schlechteren

Prognose assoziiert (Koukourakis et al., 2003 u. 2011).

Ein starker Selektionsdruck auf Zellen eines soliden Tumors geht sicherlich von den
wechselnden Bedingungen bei der Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff aus
(Anderson et al., 2006; Ruan et al., 2009). So beeinflusst der durch Hypoxie stabilisierte
Hypoxie-induzierte Faktor-la (HIF-1a) u. a. die Aktivitat von LDH und MRP1 und tragt
zur Ausbildung von Chemoresistenz bei (Milane et al., 2011; Lv et al., 2015). Fir die
vorliegende Arbeit von groRerer Bedeutung ist die Beteiligung von MRP1 an zahlrei-
chen Zellfunktionen wie u. a. Metabolismus, Differenzierung, Proliferation und Kom-
munikation (Cole et al., 2014). So sollte bereits die Inhibition von MRP1 antiprolifera

tive Effekte aufweisen und dies unabhangig von der Situation einer Chemoresistenz.

Die Tatsache, dass MRP1 und LDH von zahlreichen Tumoren lberexprimiert werden,
dass sie an der Ausbildung von Chemoresistenz beteiligt sind (Kapitel 1.3 und oben),
dass sie auch in Hypoxie exprimiert werden - zudem in groRBen Teilen solider Tumoren
hypoxische bzw. anoxische Bedingungen vorherrschen (Vaupel und Mayer, 2005) - und
dass das fiir die Funktion von MRP1 notwendige ATP hauptsachlich in der hyperaktiven
Glykolyse gebildet wird und damit von der Aktivitat der Laktatdehydrogenase ab-
hangt, lasst eine kombinierte Inhibition beider Zielstrukturen als geeignete Strategie
erscheinen, um die Proliferation maligner Zellen auch bei hypoxischen Bedingungen zu

hemmen.

1.5 Erwartete Ziele

(I) Der antiproliferative Effekt einer Hemmung der Laktatdehydrogenase (LDH) durch
Natriumoxamat und Galloflavin sowie von MRP1 durch Reversan soll gezeigt werden.
Die Untersuchungen hierzu sollen an den fiinf kolorektalen Karzinomzelllinien Colo741,

HCT116, HT29, LS174T und SW620 durchgefiihrt werden. Die Uberexpression von LDH



und MRP1 im kolorektalen Karzinom ist gezeigt (Koukourakis et al., 2006; Hlavata et

al.,, 2012).

(I1) Die beiden LDH-Inhibitoren Natriumoxamat und Galloflavin sollen auf ihren anti-
proliferativen Effekt verglichen werden. Natriumoxamat stellt ein Pyruvatanalogon
dar, das kompetetiv LDH hemmt (Granchi et al., 2013b). Galloflavin wirkt dagegen spe-

zifischer und wird von der Zelle besser aufgenommen (Valvona et al., 2015).

(1) Der antiproliferative Effekt des MRP1-Inhibitors Reversan fiir kolorektale Karzi-
nomzellen soll gezeigt werden. Reversan ist ein neuer selektiver MRP1-Inhibitor

(Burkhard et al., 2009), der die chemotherapeutische Wirkung von Etoposid, Vinkristin
und Doxorubicin verstarkt (Tivnan et al., 2015). Durch die Beteiligung von MRP1 an
zahlreichen Zellfunktionen (s. auch Kapitel 1.4) sollte fiir Reversan ein antiproliferativer

Effekt auch unabhangig von der Situation einer Chemoresistenz nachzuweisen sein.

(IV) Unterschiedliche Kombinationen aus Reversan, Natriumoxamat und Galloflavin,
auch kombiniert mit 5-FU, sollen untersucht werden. Hierfir liegen bisher keine Daten

vor.

(V) Der antiproliferative Effekt unterschiedlicher Kombinationen der drei Inhibitoren
soll auch fur tumorphysiologische Sauerstoffkonzentrationen untersucht werden. Soli-
de Tumoren weisen groRe Bereiche auf, in denen hypoxische Bedingungen vorherr-
schen (Vaupel und Mayer, 2005); zudem verringert Tumorhypoxie die Wirksamkeit
einer Vielzahl konventioneller Chemotherapeutika (Teicher et al., 1990; Strese et al.,
2013). Messungen zur Oxygenierung von Tumorgeweben haben ergaben, dass in hy-
poxischen Bereichen ein Sauerstoffanteil von 1 % und in oxygenierten Bereichen von
5 % vorherrscht (Kallinowski et al., 1990). Die Expression von MRP1 und LDH als HIF-
Targetgene wird in Hypoxie induziert (Milane et al., 2011; Lv et al., 2015) und eine
Uberexpression von HIF-1a konnte auch fiir das kolorektale Karzinom gezeigt werden

(loannou et al., 2015).



2 Fragen

Weisen die beiden LDH-Inhibitoren Natriumoxamat und Galloflavin und der
MRP1-Inhibitor Reversan einen antiproliferativen Effekt bei kolorektalen Karzi-
nomzellen auf? Ist dieser auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrati-

onen von 5 % und 1 % nachzuweisen?

Fihren unterschiedliche Kombinationen der drei Inhibitoren Natriumoxamat,
Galloflavin und Reversan zu einem starkeren antiproliferativen Effekt? Ist dieser
auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 %

nachzuweisen?

Ist der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan bzw.

ihre Kombination mit dem von 5-FU vergleichbar? Ist dieser auch bei tumorphy-

siologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 % nachzuweisen?
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3 Material und Methoden

3.1 Zelllinien
Kolorektale Karzinomzelllinien und humane Fibroblasten wurden von kommerziellen
Anbietern bezogen (Tabelle 3.1). Die Zellen wuchsen adharent und waren frei von

Mycoplasmen.

Tabelle 3.1: Die in dieser Arbeit untersuchten humanen Karzinomzelllinien des Kolons (Colo741,
HCT116, HT29, SW620) bzw. des Rektums (LS174T).

Zelllinie Herkunft Bezugsquelle Referenz

Colo741 Nierenbeckenmetastase Sigma Aldrich EcAaccY
einer 69-Jahrigen

HCT116 Primartumor eines er- DSMZ Brattain et al., 1981
wachsenen Mannes

HT29 Primartumor einer DSMZ Fogh et al., 1975
44-)ahrigen

LS174T Primartumor einer CLS Tom BH et al., 1976
58-Jahrigen

SW620 Lymphknotenmetastase Sigma Aldrich EcAaccY

eines 51-Jahrigen

Y The European Collection of Authenticated Cell Cultures.

3.2 Zellkulturmedium und Pufferlésung

Zellen der Karzinomzelllinien (Tabelle 3.1) wurden in der Erhaltungs- und Experimen-
talkultur in RPMI 1640 in ,Dutch Modification” (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit fol-
genden Zusatzen (Endkonzentration jeweils in Klammern) inkubiert: Penicillin G
(100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), 2-Mercaptoethanol (50 pmol/l), Natrium-
pyruvat (1 mmol/l), Glukose (11 mmol/l), Glutamin (2 mmol/l), 1 % nicht-essentielle
Aminosauren (alle Zusatze von Invitrogen GmbH, Karlsruhe) sowie 10 % hitzeinaktivier-

tes fetales Kalberserum (Cell Concepts GmbH, Umkirch).
Humane Fibroblasten (NHDF; PromoCell, Heidelberg) wurden in der Erhaltungskultur in

»Fibroblast Growth“-Medium 2 (PromoCell, Heidelberg) kultiviert. Das Medium ent-

hielt folgende Zusatze (in Klammern jeweils die Endkonzentration): fetales Kalber-
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serum (2 %), rekombinanter humaner Fibroblastenwachstumsfaktor (1 ng/ml), insulin-

ahnlicher Wachstumsfaktor (5 pg/ml).

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS, pH 7,2) wurde als steriles 10-fach Konzentrat
(ohne Calcium- und Magnesium) vor Verwendung 1:10 mit sterilem Wasser verdiinnt
(Gibco, Thermo Fisher Scientific). Die Endkonzentration der physiologischen Salzlésung
betrug: Natriumchlorid (155 mmol/l), Natriumdihydrogenphosphat (7,2 mmol/l) sowie

Kaliumhydrogenphosphat (1,5 mmol/l).

3.3 Inhibitoren

Die Stamml6sungen der drei Inhibitoren (Tabelle 3.3) wurden wie folgt angesetzt:
Galloflavin: 10 mg Galloflavin wurden in 6 ml DMSO geldst. Hierzu wurde DMSO in
kleinen Portionen von 0,5-1 ml zugegeben und die Losung mehrfach resuspendiert.
Natriumoxamat: 0,55 g Natriumoxamt wurden zusammen mit 5 ml RPMI 1640 und
50 ul DMSO gemischt (Vortex-Mixer) und anschlieBend 4,95 ml RPMI 1640 zugegeben
und fiir 2 Minuten im Ultraschallbad gemischt.

Reversan: 10 mg Reversan wurden mit 4,5 ml DMSO geldst (Zugabe von DMSO in klei-
nen Portionen); anschlieRend wurde die Losung fir 2 Minuten im Ultraschallbad ge-

mischt.

Tabelle 3.3: Ubersicht zu den in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren.

Inhibitor Zielstruktur Bezugsquelle Stammlosung
Galloflavin M & H-Untereinheit Tocris 5 mmol/I
Natriumoxamat M-Untereinheit Sigma Aldrich 500 mmol/I
Reversan MRP1 Tocris 5 mmol/I
5-Fu? DNA/ RNA Apotheke UKW 10" mol/I

Y Die Stamm-Lsg. wurde von der Apotheke des Universitatsklinikums angesetzt.

Referenzen: 5-FU (Heidelberger et al., 1957), Natriumoxamat (Novoa et al., 1958); Galloflavin (Manerba
et al., 2012); Reversan (Burkhart et al., 2009).
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3.4 Zellkultur und Zellpassage

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mittlerer GroBe (Greiner Bio-One GmbH) bei
37°C und 5 % CO, (in wasserdampfgesattigter Atmosphére) in einem Inkubator (NU-
5500, NuAire, USA) bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert. Das Zellkulturmedi-
um wurde alle drei bis vier Tage gewechselt. Die maximale Anzahl an Zellpassagen be-

trug 15.

Fiir die Zellpassage wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml
Trypsin / EDTA (0,05 % / 0,22 % in PBS) fur 5-7 Minuten inkubiert und mit 40 ml PBS
zentrifugiert (250 xg fur 5 Minuten). Daraufhin wurden die Zellen in 25 ml phosphatge-
pufferte Salzlésung (PBS) bei 250 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das Pellet mit Medium (ca. 5 ml) resuspendiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau-
Losung (0,04 % von Sigma Aldrich, Taufkirchen) gemischt, hiervon 10 ul in eine Neu-
bauer-Zahlkammer (Marienfeld GmbH, Lauda-Kénigshofen) pipettiert und die Zellen
der vier GroRquadrate ausgezdhlt. Die Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel

berechnet:

(Z Zellen der 4 Grofquadrate) x (Volumen Zellsuspension) x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor
4

Die konstante GroRe in dieser Formel ist der Kammerfaktor mit 10* zur Umrechnung

auf ein Volumen von 1 ml (Kammervolumen: 0,1 pL).

3.5 Sauerstoffkonzentrationen

Der antiproliferative Effekt der Inhibitoren wurde bei den Sauerstoffkonzentrationen
21 % und den beiden physiologisch relevanteren Sauerstoffkonzentrationen 5 % und
1 % untersucht (Coy Laboratory Products, Michigan/USA, Vertrieb Uber Toepffer La-
borsysteme GoOppingen). Die unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen wurden
durch Zumischen von Stickstoff erreicht. Die Kulturen wurden ebenfalls bei 37°C,

5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

-13 -



3.6 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen (Kristallviolett-Assay)

Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay photometrisch bestimmt.
Der Assay beruht darauf, dass Kristallviolett (Sigma-Aldrich) an die DNA fixierter Zellen
bindet und die Anzahl gebundener Farbstoffmolekile mit der Anzahl vitaler Zellen kor-
reliert. Nicht-adhirente Zellen werden wihrend der Firbeprozedur mit dem Uber-
stand entfernt. Die optische Dichte (OD) der mit Essigsaure in Losung gebrachten Farb-

stofflésung wird bei 570 nm photometrisch im ELISA Reader gemessen.

Die Zellen (Tabelle 3.1) wurden in Zellkulturschalen mit 96 Vertiefungen ausgesat
(5000 Zellen pro Vertiefung in 200 pl Medium). Am nachsten Tag (nach ca. 16 Stunden
in Kultur) wurde die Aussaat an einem Teil der Zellen mit Kristallviolett bestimmt.
Zum anderen Teil der Zellen wurden mit frischem Medium (200 ul pro Vertiefung nach
Mediumwechsel) die jeweiligen Inhibitoren in der entsprechenden Konzentration (Ka-
pitel 3.7) zugegeben. Jeder Inhibitor wurde in 3-4 unabhdngigen Experimenten
(= biologische Replikate) und pro Experiment jede Konzentrationsstufe in sechs Vertie-

fungen (= technische Replikate) untersucht.

Der Anteil vitaler Zellen wurde nach einer Inkubation von 72 Stunden bestimmt. Der
Zellkulturiberstand wurde verworfen und die Zellen mit jeweils 100 pul Methanol pro
Vertiefung fiir 10 Minuten fixiert. AnschlieBend wurde das Methanol gegen 100 ul ei-
ner 0,05 %igen Kristallviolett-Losung (bestehend aus % Methanol und % PBS) ausge-
tauscht, die fir zehn Minuten gefarbt, Uberschissige Farbstofflosung mit Aqua
dest. entfernt und die Zellen fir 30 Minuten unter dem Abzug getrocknet. Mit 200 ul
10 %iger Essigsdaure wurde der Farbstoff wieder in Losung gebracht (30 Minuten auf
dem Wipp-Schiittler) und anschlieBend die optische Dichte bei 570 nm photometrisch

bestimmt.
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Abbildung 3.1: Experimentelles Design zur Quantifizierung des antiproliferativen Effekts der Inhibito-
ren.

3.7 Bestimmung der halbmaximalen Inhibitor-Konzentration (ICs)

Die ICso der vier Inhibitoren (Tabelle 3.3) wurden aus folgenden Verdinnungsreihen
berechnet: Galloflavin (10 bis 10°mol/l) Natriumoxamat (10 bis 10”° mol/l), Rever-
san (10" bis 10°°mol/l) und 5-FU (10" bis 10" mol/I). Nach einer Inkubationszeit von
72 Stunden wurde der Anteil vitaler Zellen mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt. Mit
dem Biostatistikprogramm GraphPad Prism 6.0 wurde der Anteil vitaler Zellen von je-
der Konzentrationsstufe mit dem Anteil vitaler Zellen der unbehandelten Kontrolle
prozentual verrechnet und aus dem sich ergebenen sigmoiden Kurvenverlauf (Kon-

zentration versus Anteil vitaler Zellen) der I1Csq bestimmt.

3.8 Westernblot-Analysen

Die Westernblot- (bzw. Immunoblot-) Technik ermoglicht den spezifischen Nachweis
von Proteinen. Hierzu wird das Proteingemisch aus Zelllysaten mit der Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE) nach GroRRe und Ladung aufgetrennt, anschlieRend die Pro-
teine auf eine Nitrozellulosemembran Ulbertragen (,geblottet”) und mit spezifischen

Antikorpern die gewlinschten Proteine nachgewiesen.
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Eine Million Zellen wurden mit RIPA-Puffer (Thermo Fisher, Pierce), der zusatzlich noch
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren enthielt, lysiert und das Lysat anschlieRend
zentrifugiert (10 Minuten bei 10 000 g und 4°C). Die Proteinkonzentration wurde mit
Hilfe des Bradford Assay bestimmt und jeweils 30 pug Protein einer Probe wurden pro
Geltasche in ein 9 %iges Agarosegel (Amresco) aufgetragen. Die Trennung der Proteine
erfolgte bei 80 Volt fiir 30 Minuten und bei 120 Volt fiir 150 Minuten. Die Proteine
wurden auf eine Nitrozellulose-Membran (2 um PorengréBe, 350 mA, 30 Minuten)
Ubertragen. AnschlieBend wurde der Transfer durch Farbung mit Ponceau-Rot (Sigma)
Uberprift. Die verwendeten Antikorper sind in Tabelle 3.2 beschrieben. Die Reaktion
wurde mit dem Chemilumineszenz-Reagenz ECL (GE Healthcare, Amersham) gestartet.
Der Proteinstandard von Fermentas, Life Science wurde zur GrofRenbestimmung ver-

wendet.

Tabelle 3.2: Die zum Nachweis von LDH (M- und H- Untereinheit) und MRP1 verwendeten Antikorper.

Spezifitat Isotyp MG Verdiinnung Bezugsquelle

M-Untereinheit IgG 36kDa 1:20 000 abcam (ab47010)
H-Untereinheit IgG 37kDa 1:40 000 abcam (ab75167)
MRP1 IgG 170kDa 1:20 Enzo Life Sciences

3.9 Auswertung und Statistik

Fir die Darstellung der Einzelwerte wurden Mittelwert tStandardabweichung aus 2-3
unabhangigen Experimenten bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.), SPSS Statistics 23 (IBM) und Excel 2010
(Microsoft). Fur die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde bei 2 unabhangi-
gen Versuchsgruppen der t-Test und bei mehr als 2 unabhangigen Versuchsgruppen
ein einfaktorieller ANOVA und mit anschlielender posthoc-Analyse nach Tukey ange-
wandt. Unterschiede von p < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Die Darstellung der

Graphen erfolgte mit GraphPad Prism 6.0.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der antiproliferative Effekt der beiden LDH-
Inhibitoren Natriumoxamat und Galloflavin sowie des MRP1-Inhibitors Reversan ein-
zeln und in Kombination an flinf kolorektalen Karzinomzelllinien bei verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen in vitro untersucht. Zusatzlich wurde der antiproliferative
Effekt der drei Inhibitoren mit dem antiproliferativen Effekt von 5-FU in einer Konzent-

ration von 5 umol/l verglichen.

4.1 Charakterisierung der fiinf kolorektalen Karzinomzelllinien
Als erstes wurde die Zellproliferation der flinf kolorektalen Tumorzelllinien, also die

Zunahme an vitalen Zellen, untersucht, um Unterschiede in der Geschwindigkeit der
Zellteilung zu bestimmen. Mit einer Verdopplungszeit von 0,8 bis 0,9 Tagen (zw. 19,2
und 21,6 Stunden) wuchsen HT29 und HCT116 am schnellsten und SW620 mit einer
Verdopplungszeit von 1,4 Tagen (33,6 Stunden) am langsamsten. Mit abnehmender
Sauerstoffkonzentration nahmen die Verdopplungszeiten bei allen Zelllinien zu (Tabel-
le 4.1). Die fur die funf Zelllinien gebildeten Mittelwerte der Verdopplungszeiten besta-
tigen die Erwartung, dass die Verdopplungszeiten mit der Sauerstoffkonzentration ne-
gativ korreliert ist, d.h. mit abnehmender Sauerstoffkonzentration verlangert sich die

Verdopplungszeit.

Tabelle 4.1: Bestimmung der Verdopplungszeiten. Die kolorektalen Karzinomzellen wurden in
RPMI 1640-Medium mit 10% FCS kultiviert. Die Verdopplungszeit (angegeben in Ta-
gen + Standardabweichung fiir drei unabhangige Versuche) wurde fiir eine Inkubationszeit von 72 Stun-
den aus den Kristallviolett-Daten berechnet.

Colo741 | HCT116 | HT29 | LS174T | SW620 | Mittelwert
21 % Sauerstoff [13284] [18:24] [J_rgigs] [:g] [J_réﬁz] [11(;,02]
> % Sauerstoff [iéjZ] [J_ré:ia] [J_,é:;] [ir(l):il] [J_r(l):iz] [116,53]
1% Sauerstoff [1(1)229] [1(2):13] [1(23117] [¢c1):24] [irCz):gl] [126,24]
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Um den antiproliferativen Effekt der Inhibitoren auch tatsachlich auf die Inhibition von
LDH und MRP1 zurickfihren zu kénnen, wurde die Expression der beiden Proteinun-
tereinheiten von LDH ,»M« (codiert durch Gen LDH-A) und »H« (codiert durch LDH-B),
und MRP1 in diesen Zellen nachgewiesen (Abb. 4.1). Der Nachweis beider Untereinhei-
ten lasst keine Riickschlisse darauf, welche der fiinf Isoformen der LDH (Tabelle 1.1) in

den kolorektalen Karzinomzellen dominiert.
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Abbildung 4.1: Nachweis der Expression der beiden LDH-Proteinuntereinheiten »M« und »H« und von
MRP1 bei 21 % Sauerstoff. Die Proteine wurden im Westernblot (A) und die MRP1-Expression noch
zusétzlich auf mRNA-Ebene (B) fiir die fiinf kolorektalen Karzinomzelllinien nachgewiesen. Das Moleku-
largewicht der Proteine ist wie folgt: 36 kDa fiir die M-Untereinheit, 37 kDa fiur die H-Untereinheit und
171 kDa fiir MRP1. Die Ladekontrolle war B-Aktin. Die finf kolorektalen Karzinomzelllinien zeigen eine
signifikante Uberexpression von MRP1 im Vergleich zu Kolon-Normalgewebe (Kolon; cDNA von Ambion,
Thermo Fisher Scientific). Fir nicht-maligne, dermale Fibroblasten war ebenfalls eine Expression von
MRP1 nachzuweisen. ***p=0.001 und *p=0.05 im Vergleich zu Kolon-Normalgewebe.

4.2 Der antiproliferative Effekt von 5-FU

Zur Bestimmung des antiproliferativen Effekts von 5-FU wurde ein Konzentrations-
bereich von 10™ bis 10° mol/l untersucht (Abb. 4.2). Eine grundlegende mathema-
tische GroRe, den antiproliferativen Effekt einer Substanz quantitativ anzugeben, stellt
die halbmaximale inhibitorische Konzentration oder ICsq dar. Dieser Wert, der aus dem
sigmoiden Kurvenverlauf berechnet wird (Abb. 4.2), gibt die Konzentration fiir eine

Substanz an, bei der die Halfte der Zellen in ihrer Proliferation beeinflusst werden.
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Abbildung 4.2: Der antiproliferative Effekt von
5-FU in der graphischen Darstellung. Zur Be-
stimmung der ICso-Werte wurde jede Zelllinie mit
unterschiedlichen Konzentrationen an 5-FU fir
72 Stunden bei 21 % Sauerstoff inkubiert und an-
schlieend der Anteil vitaler Zellen jeder Konzen-
trationsstufe mit dem Anteil vitaler Zellen der un-
behandelten Kontrolle prozentual verrechnet

Der sigmoide Kurvenverlauf und die 1C5, Werte
(Tabelle 4.2) wurden mit dem Biostatistikpro-
gramm GraphPad Prism berechnet.

5-FU [log mol/l]

Aus dem sigmoiden Kurvenverlauf (Abb. 4.2) berechnete das Biostatistikprogramm
GraphPad Prism den ICsq Wert fir jede der finf kolorektalen Karzinomzelllinien

(Tabelle 4.2).

Der Vergleich der ICsy Werte verdeutlicht, dass zum Erreichen eines 50-prozentigen
inhibitorischen Effektes die 3 bis 4fach hohere Konzentration an 5-FU fiir SW620 nétig
ist als fur Colo741 oder HCT116. Fiir nicht maligne humane dermale Fibroblasten wur-

de ein ICso von 49,3 umol/l ermittelt.

Tabelle 4.2: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei kolorektalen Karzinomzelllinien und dermalen
Fibroblasten. Der ICso von 5-FU ist als Mittelwert mit dem entsprechenden 95 %-Konfidenzintervall [in
Klammern] in umol/I fir mindestens drei unabhéngige Versuche angegeben. Der mittlere I1Cs, der finf
kolorektalen Zelllinien liegt bei 7,8 + 4,2 umol/l und der drei Zelllinien Colo741, HCT116 und HT29 bei
5,0 * 2,6 umol/l. Fir die weiteren Untersuchungen mit 5-FU wurde die Konzentration von 5,0 umol/I
gewadhlt. Dies stellt sicher, dass eine fiir alle fiinf kolorektalen Karzinomzelllinien wirksame
Konzentration eingesetzt wird, die nicht auf einer »Uberkonzentration« an 5-FU basiert und damit
physiologisch relevante Ergebnisse zu erwarten sind.

Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620 Fibroblasten
3,5 4,3 8,1 9,1 14 49,3
[2,7-4,6] [3,2-5,7] [4,9-3,2] [6,2-23] [7,0-25] [13,6-179]
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Einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf 5-FU und der Zell-
teilungsgeschwindigkeit kolorektaler Zellen ldsst sich aus Abb. 4.3 ableiten; zumindest
wird deutlich, dass SW620 sich in beiden Parametern deutlich von den vier anderen

kolorektalen Karzinomzelllinien unterscheidet.

28 Abbildung 4.3: Der antiproliferative Effekt von
— 5-FU (ICs¢) in Abhdngigkeit von den Verdopp-
% 20 - lungszeiten. Die Abb. basiert auf den Angaben
E aus Tabelle 4.1 und 4.2. SW620 weist eine
'5' 15 1 : Verdopplungszeit von 1,4 Tagen auf. Auch wenn
"m'-' 10 | } { die StichprobengrofRe mit n=5 Karzinomzelllinien
d% ungeeignet fir eine Korrelationsanalyse ist,
= 5 I - unterschiedet sich SW620 in Verdopplungszeit

¢ und Ansprechen auf 5-FU (ICso) deutlich von den

0 T T T T anderen vier Zelllinien. Fibroblasten wiesen eine

08 1.0 1‘% 1.4 1.6 Verdopplungszeit von 2,2 + 0,2 Tagen auf (nicht
Verdopplungszeit [Tage] gezeigt).

Da die Versorgung mit Sauerstoff die Zellproliferation (Tabelle 4.1) und moglicherweise
auch das Ansprechen der Zellen auf antiproliferative Substanzen beeinflusst, wurde
der antiproliferative Effekt von 5-FU bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen
bestimmt. Hierzu wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen an 5-FU lberprift:

5 und 0,05 umol/I.

5-FU in einer Konzentration von 5 umol/| zeigte bei 21 % Sauerstoff einen starken
antiproliferativen Effekt und der Anteil vitaler Zellen nahm bis zu 85 % ab (Abb. 4.4).
Dass der antiproliferative Effekt von 5-FU bei dieser Konzentration auf Zytostase
basiert, wird deutlich, wenn der Anteil vitaler Zellen auf die Aussaat berechnet wird.
Dies ist in Abb. 4.5 exemplarisch fir HCT116 Zellen gezeigt (fir die anderen Zelllinien
s. Abb. 10.1-10.4 im Anhang).

Die bei 21 % Sauerstoff durchgefiihrten Untersuchungen wurden fir 5 % und 1 %
Sauerstoff wiederholt. Dabei fiel auf, dass der antiproliferative Effekt von 5 pumol/I 5-
FU bei beiden Sauerstoffkonzentrationen im Vergleich zu 21 % um das 2 bis 4fache

abnahm (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen. Die
Zellen wurden mit 5 umol/l (graue Balken) bzw. 0,05 pmol/l (weiRe Balken) 5-FU fiir 72 Stunden
inkubiert. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehan-
delte Kontrolle (=100 %) berechnet. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindes-
tens drei unabhangige Versuche angegeben. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Im Gegensatz zu 5 pumol/l 5-FU war die 100fach geringere Konzentration an 5-FU
nahezu ohne antiproliferativen Effekt und der Anteil vitaler Zellen war maximal um bis
zu 25 % verringert (Abb. 4.4). Aufgrund des bereits geringen antiproliferativen

Potentials von 0,05 umol/l 5-FU war auch kein wesentlicher Einfluss der Sauerstoff-
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konzentration auf den antiproliferativen Effekt dieser Konzentration an 5-FU
nachzuweisen (Abb 4.4). Auch war diese Konzentration an 5-FU in Kombination mit

den Inhibitoren unwirksam (Abb. 10.10).
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Abbildung 4.5: Der antiproliferative Effekt von 5 umol/l 5-FU basiert auf Zytostase. Dieser Zusammen-
hang ist exemplarisch flr die Zelllinie HCT116 gezeigt (fur die anderen Zelllinien s. Abb. 10.1-10.4 im
Anhang). Im oberen linken Diagramm wurde die Anzahl vitaler Zellen auf die unbehandelte Kontrolle
normalisiert. In den drei anderen Diagrammen wurde die Anzahl vitaler Zellen auf die Aussaat
normalisiert. Aus dieser Darstellung wird ersichtlich, dass der antiproliferative Effekt von 5-FU auf
Zytostase und nicht auf Zytoxizitdt beruht. Hierzu ware es notwendig, dass die Anzahl vitaler Zellen
unter die Aussaat (=100 %) fallt. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt.
Die Werte sind als Mittelwert + Standaradabweichung fiir mindestens drei unabhdngige Versuche
angegeben. ** p<0,01; *** p<0,001.

4.3 Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan einzeln
und in Kombination mit 5-FU
Die 1C5o Werte fiir Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan wurden ebenfalls

bestimmt (Tabelle 4.3). Die fiir die drei Inhibitoren getesteten Konzentrationsbereiche
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sind in Material und Methoden angegeben (Kapitel 3.7). Fir die funf kolorektalen
Karzinomzelllinien wurde ein mittlerer 1Cs; Wert von 32,8 + 5,6 mmol/l
(+ Standardabweichung) fiir Natriumoxamat berechnet. Dagegen zeigen die 1Csqg Werte
fir den zweiten LDH-Inhibitor Galloflavin eine groBere Schwankung zwischen den finf
Zelllinien: Drei Zelllinien wiesen einen ICso unter 100 umol/l und zwei Zelllinien Gber

200 umol/l auf (Tabelle 4.3).

Zusatzlich zu den beiden LDH-Inhibitoren wurde ebenfalls der antiproliferative Effekt
von Reversan, einem Inhibitor von MRP1, untersucht. Der mittlere IC5qg Wert fir vier
der fiinf Zelllinien lag bei 34 + 5,0 umol/l (xStandardabweichung), wahrend der ICs
Wert fir SW620 mit 138 umol/l um das 4fache erhoht war (Tabelle 4.3). Fir die
Reihung der kolorektalen Zelllinien nach ihrem ICsqg Werten (von niedrig nach hoch) ist
auffallig, dass diese fir Natriumoxamat und Galloflavin identisch ist. Dies gilt auch fir
Reversan mit der einzigen Ausnahme, dass LS174T Zellen nach dieser Reihung einen zu

niedrigen ICs, fir Reversan aufweist (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan bei 21 % Sauer-
stoff. Die ICso Werte sind als Mittelwert mit dem 95 % Konfidenzintervall [in Klammern] fir jeweils drei
unabhéngige Versuche angeben. Fir die funf kolorektalen Zelllinien liegt der mittlere I1Cs, fir Natrium-
oxamat bei 33 + 4,7 mmol/l, fur Galloflavin bei 120 + 78 pmol/I (fir Colo741, HCT116, HT29 bei
64 = 13 umol/l) und fir Reversan bei 55 = 47 umol/l. Fir die weiteren Untersuchungen wurden folgende
Konzentrationen festgelegt: Natriumoxamt: 40 mmol/l, Galloflavin 60 umol/l und Reversan 60 umol/I.
Dadurch, dass die festgelegten Konzentrationen sich im Bereich des jeweiligen mittleren 1Csq Wertes
befinden, war mit groRer Wahrscheinlichkeit auszuschliefen, dass bei den weiteren Experimenten un-
spezifische Effekte, verursacht durch zu hohe Konzentrationen an Inhibitoren, gemessen wurden.

Zelllinie Natriumoxamat Galloflavin Reversan

[20° mol/I] [10°® mol/I] [10°® mol/I]

HCT116 27 [19-39] 50 [37-69] 32 [20-52]

Colo741 31 [22-43] 66 [50-88] 36 [22-58]

HT29 31[25-37] 75 [44-127] 39 [25-61]

LS174T 36 [26-48] 200 [41-980] 28 [17-49]
SW620 39 [31-48] 210 [41-1.066] 138 [97-197]
Fibroblasten 70 [41-120] 155 [121-199] 157 [121-203]
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Im Vergleich zu den anderen vier kolorektalen Karzinomzelllinien wiesen SW620 Zellen
Tendenzen zu hoheren ICsg Werten auf, insbesondere fur Galloflavin und Reversan;
d.h. ihr Ansprechen auf die beiden Inhibitoren war geringer (Tabelle 4.3) — ebenso wie
fir 5-FU (Tabelle 4.2). Der antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren war auch bei

nicht-malignen Fibroblasten geringer.

Die flr die weiteren Experimente eingesetzten Konzentrationen orientierten sich an
der mittleren IC5o Konzentration (Tabelle 4.3): Natriumoxamat: 40 mmol/I; Galloflavin:
60 umol/l und Reversan: 60 umol/l. Fur die beiden LDH-Inhibitoren wurde ein
antiproliferativer Effekt fiir kolorektale Karzinomzellen bei 21 % Sauerstoff
nachgewiesen (Abb. 4.6). Auch fiir Reversan wurde ein antiproliferativer Effekt
eindeutig nachgewiesen, der zu einer Verringerung vitaler Zellen um bis zu 60 % fiihrte
(Abb. 4.6). Dieses Ergebnis war im Gegensatz zu den LDH-Inhibitoren unerwartet
gewesen, da Reversan bisher stets in Zusammenhang mit Chemoresistenz untersucht

worden war (s. auch Kapitel 1.4).

Zusatzlich wurde der antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren bei 5 % und 1 %
Sauerstoff bestimmt (Abb. 4.6). Der antiproliferative Effekt der beiden LDH-Inhibitoren
wurde durch beide Sauerstoffkonzentrationen (5 % und 1 %) kaum beeinflusst
(Abb. 4.7). So verringerte sich der Anteil vitaler Zellen durch Natriumoxamat bzw.
Galloflavin um bis zu maximal 50 % bei 5 % und 1 % Sauerstoff (Abb. 4.6). Hierin
unterschieden sich beide LDH-Inhibitoren, aber auch Reversan, von 5-FU, dessen
antiproliferativer Effekt bei beiden Sauerstoffkonzentrationen geringerer war als bei

21 % (Abb. 4.4).

Im Vergleich zu den beiden LDH-Inhibitoren, fiir die ein antiproliferativer Effekt bei 5 %
und 1 % Sauerstoff erwartet wurde, war der antiproliferative Effekt von Reversan bei
beiden Sauerstoffkonzentrationen Uberraschend stark ausgeprdgt und der Anteil
vitaler Zellen verringerte sich um bis zu 60 % (Abb. 4.7). Der antiproliferative Effekt der

drei Inhibitoren basierte auch bei 5 % und 1 % Sauerstoff auf Zytostase (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.6: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen. Die Zellen wurden flr 72 Stunden inkubiert. Der
Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle
prozentual berechnet. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei
unabhangige Versuche angegeben. * p<0,05; ** p<0,01.
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Abbildung 4.7: Der antiproliferative Effekt von Reversan bei 5 % (A) und 1 % (B) Sauerstoff. Die Zellen
wurden fiir 72 Stunden inkubiert. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit Kristallviolett bestimmt und auf die
unbehandelte Kontrolle prozentual berechnet. Die Werte sind als Mittelwert £ Standardabweichung fur
mindestens drei unabhidngige Versuche angegeben (s. auch Abb. 10.5 im Anhang). ** p<0,01;
**%* p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Der antiproliferative Effekt von Reversan fir kolorektale Karzinomzellen (Abb. 4.6 und
4.7) war, wie bereits erwdhnt, so nicht erwartet worden. Reversan wurde bisher
ausschlieBlich in Zusammenhang mit Chemoresistenz untersucht (Kapitel 1.4 und 6.3).
Dabei weist MRP1 eine breite Spezifitat fir unterschiedliche Molekilgruppen auf wie

Lipide, Peptide und metabolische Produkte (s. auch Kapitel 1.4).

Der nachgewiesene antiproliferative Effekt von Reversan jenseits der Chemoresistenz
konnte somit darauf hindeuten, dass MRP1 auch eine grundlegende Aufgabe im Stoff-
wechsel der untersuchten kolorektalen Karzinomzellen Gbernimmt; dies weiter zu

untersuchen, ware sicherlich von Interesse.
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Abbildung 4.8: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) basiert auf Zytostase. Dieser Zusammenhang ist exemplarisch fiir die Zelllinie HCT116 gezeigt (fur
die anderen Zelllinien s. Abb. 10.6 - 10.9 im Anhang). Im oberen linken Diagramm wurde die Anzahl
vitaler Zellen auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. In den drei anderen Diagrammen wurde die
Anzahl vitaler Zellen auf die Aussaat normalisiert. Aus dieser Darstellung wird ersichtlich, dass der
antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren auf Zytostase beruht und nicht auf Zytoxizitat. Hierzu ware
es notwendig, dass die Anzahl vitaler Zellen unter die Aussaat (=100 %) fallt. Der Anteil vitaler Zellen
wurde mit Kristallviolett bestimmt. Die Werte sind als Mittelwert * Standaradabweichung fir
mindestens drei unabhéngige Versuche angeben. ** p<0,01; *** p<0,001.

Als ndchstes wurde die Wirkung der drei Inhibitoren in Kombination mit 5-FU
untersucht. Dazu wurden zu jeder der neun Verdiinnungsstufen von 5-FU (von 10 bis
10 mol/I) 20, 40, 60 oder 80 mmol/I Natriumoxamat zugegeben und fur diese Kombi-
nationen die ICsp Werte bestimmt. Dadurch war es moglich, die fir weitere
Untersuchungen bereits festgelegte Konzentration an Natriumoxamt von 40 mmol/I
(Tabelle 4.3) in seiner Wirkung mit 5-FU mit weiteren Konzentrationen an Natrium-

oxamat zu vergleichen (Tabelle 10.1) und sich so einen Uberblick iiber die Dynamik
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moglicher Wirkeffekte von Natriumoxamat zu verschaffen. Diese Vorgehensweise
machte es notwendig, dass allein flir die Kombination von 5-FU mit den vier
Konzentrationen an Natriumoxamat bei mindestens 3 unabhangigen Versuchen zu
jeweils 6 technischen Replikaten pro Verdiinnungsstufe fiir 5-FU Gber 500 Messungen

notwendig waren.

Fur die Konzentration von 40 mmol/l Natriumoxamat sind die Ergebnisse in Tabelle 4.4
aufgeflihrt. Die ICso Werte der anderen Kombinationen sind in Tabelle 10.1 im Anhang
zu finden. Entsprechend wurde fiir Galloflavin (20, 40 und 60 umol/I) und Reversan

(20, 40, 60 umol/l) verfahren (Tabelle 10.2 und Tabelle 10.3).

Um die Steigerung des antiproliferativen Effekts von 5-FU durch Kombination mit den
Inhibitoren zu verdeutlichen, wurde der Wirksamkeits-Index berechnet. Hierzu wird
der Quotient aus den ICso Werten fiir 5-FU und der jeweiligen Kombination gebildet. In
Tabelle 4.5 ist der Wirksamkeits-Index fir 40 mmol/l Natriumoxamat, 80 umol/I
Galloflavin und 60 umol/l Reversan in Kombination mit 5-FU aufgelistet. Der Quotient
weist fir den GroRteil der Kombinationen Werte Gber 1000 auf, was auf eine mehr als
1000-fache Zunahme des antiproliferativen Effekts der jeweiligen Kombination im

Vergleich zu 5-FU hindeutet.

Fiir SW620 fiel auf, dass der antiproliferative Effekt von Galloflavin und Reversan in
Kombination mit 5-FU wesentlich geringer war als fir Natriumoxamat und 5-FU

(Tabelle 4.5).

Tabelle 4.4: Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC5,) von 5-FU in Kombination mit 40 mmol/I
Natriumoxamat (NaOx) bei 21 % Sauerstoff. Die ICs, Werte in nmol/I (10 mol/l) sind als Mittelwert mit
95 % Konfidenzintervall [in Klammern] fiir jeweils drei unabhdngige Versuche angeben. Die ICsq Werte
fiir 5-FU sind Tabelle 4.2 und fur Natriumoxamat in Tabelle 4.3 aufgefihrt.

5-FU Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620
(10 bis 10 mol/l)
plus
1,9 7,6 1,3 9,3 290
40 el e [0,6-6,6] (2,1-28] [0,3-5,9] [2,2-39] | [61-1300]
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Tabelle 4.5: Der antiproliferative Effekt fiir die Kombination aus 5-FU und den Inhibitoren Natrium-
oxamat, Galloflavin und Reversan. Hierzu wurde das Verhéltnis (= Wirksamkeits-Index) der ICsq Werte
fur 5-FU und der jeweiligen Kombination aus 5-FU und Inhibitor berechnet: 1Cs; 5-FU / ICso (5-
FU+Inhibitor). Die jeweiligen ICsy Werte sind in Tabelle 4.2 und Tabelle 4.4 sowie im Anhang in den Ta-
belle 10.2 und 10.3 aufgelistet. NaOx: Natriumoxamat; GF: Galloflavin; Rev: Reversan.

5-FU Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620
(20 bis 10”° mol/l)
plus
40 mmol/l NaOx >1000 566 >1000 978 48
60 umol/l GF >1000 >1000 >1000 11,6 18,5
60 umol/l Rev >1000 >1000 711 520 6,0

Zu der bereits oben angesprochenen Tatsache, dass in dieser Arbeit zum ersten Mal
ein antiproliferativer Effekt flr Reversan unabhangig von der Situation einer
Chemoresistenz gezeigt wurde, fehlt noch die endgiltige Klarung, ob MRP1 eine
Spezifitat fur 5-FU aufweist. Die Daten der Arbeit lassen einen solchen Zusammenhang
vermuten. So verstarkte Reversan, eindeutig den antiproliferativen Effekt von 5-FU um

bis zu 60 % (Abb. 4.9). Auch dies wurde bisher so nicht gezeigt.
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Abbildung 4.9: Reversan (Rev) verstdrkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU bei 21 % Sauerstoff. Die
Zellen wurden fir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff inkubiert. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem
Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (=100 %) berechnet. Die Werte sind
als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhéngige Versuche angegeben. * p <0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 im Vergleich zu 5-FU.
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4.4 Der antiproliferative Effekt unterschiedlicher Kombinationen aus Natrium-
oxamat, Galloflavin und Reversan

Auf Basis der fur Natriumoxamt, Galloflavin und Reversan ermittelten 1C5q Werte
(Tabelle 4.3) wurde der antiproliferative Effekt verschiedenster Kombinationen der
Inhibitoren bei 21 %, 5 % und 1 % Sauerstoff bestimmt. Dazu wurden folgende
Konzentrationen eingesetzt: 40 mmol/l Natriumoxamat, 60 umol/l Galloflavin und

60 pumol/l Reversan.

Unabhangig von der Sauerstoffkonzentration wies Natriumoxamat in aller Regel einen
starkeren antiproliferativen Effekt auf als Galloflavin (Abb. 4.6). Ausnahmen hiervon

waren die beiden Zelllinien HT29 und SW620.

Die Kombination aus Natriumoxamat und Galloflavin verringerte bei 21 % Sauerstoff
den Anteil vitaler Zellen bei den funf kolorektalen Karzinomzellenlinien um
durchschnittlich 60 % (Abb. 4.10). Fir Colo741, HCT116 und LS174T war diese Starke
des antiproliferativen Effekts auch bei 5 % und 1 % Sauerstoff zu beobachten gewesen

(Abb. 4.10).

Die Zugabe von Reversan zu Natriumoxamat bzw. Galloflavin senkte den Anteil vitaler
Zellen bei Colo741, HCT116, HT29 und LS174T insbesondere bei 21 % und 5 %
Sauerstoff um mindestens 70 % (Abb. 4.10). Der antiproliferative Effekt der
Kombination aus Natriumoxamat mit Reversan war bei 21 % Sauerstoff starker als der
antiproliferative Effekt der einzelnen Inhibitoren (Abb. 4.6 und Abb. 4.10). Wéahrend
der antiproliferative Effekt von Reversan unabhangig von der Sauerstoffkonzentration
war, war dies fiir die Kombination aus Natriumoxamat sowie Galloflavin zu beobachten

gewesen (Abb. 4.10).

Den starksten antiproliferativen Effekt wies die Dreifachkombination aus Natrium-

oxamat, Galloflavin und Reversan auf: Bei 21 % Sauerstoff wurde der Anteil vitaler

Zellen auf max. 12 % (und min. 20 %) verringert; bei 1 % Sauerstoff lag der Anteil
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vitaler Zellen zwischen 28-48 %. Eine Ausnahme waren SW620 Zellen: Hier waren bei
21 % Sauerstoff noch 30 % und bei 1 % Sauerstoff noch 60 % der Zellen vital
(Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: Der antiproliferative Effekt unterschiedlicher Kombinationen der drei Inhibitoren im
Vergleich zum antiproliferativen Effekt von 5-FU bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen. Der
Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle
(=100 %) berechnet. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fir mindestens drei unabhan-
gige Versuche angegeben. * p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001.
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Bei 21 % Sauerstoff war der antiproliferative Effekt der Kombinationen aus
Natriumoxamat und Galloflavin sowie der beiden Kombination der LDH-Inhibitoren
mit Reversan um durchschnittlich ca. 23 % geringer als flir 5-FU. Dagegen war der
antiproliferative Effekt der Dreifachkombination um durchschnittlich 26 % starker als

fur 5-FU (Abb. 4.10).

Zusatzlich wurde der prozentuale Anteil vitaler Zellen nach Inkubation mit 5-FU mit
dem Anteil vitaler Zellen nach Inkubation mit den Inhibitoren ins Verhaltnis gesetzt
und der Wirksamkeitsindex angegeben. Weist dieser einen Wert von >1 auf, so deutet
dies auf einen starkeren antiproliferativen Effekt und ein Wert von <1 auf einen
schwacheren antiproliferativen Effekt der Kombination im Vergleich zu 5-FU hin. Mit
dieser Berechnung wird deutlich, dass die Wirksamkeit beider LDH-Inhibitoren bei 5 %
und 1 % Sauerstoff starker war als fir 5-FU (Tabelle 4.7 und 4.8).

Die Dreifachkombination aus Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan wies fir die
finf kolorektalen Karzinomzelllinien einen gleichstarken bzw. starkeren anti-
proliferativen Effekt auf als das Chemotherapeutikum 5-FU (5 umol/l). Dies war fiir alle

drei Sauerstoffkonzentrationen zu beobachten (Tabellen 4.6, 4.7 und 4.8).

Tabelle 4.6: Der antiproliferative Effekt der Kombinationen aus Natriumoxamt (NaOx), Galloflavin (GF)
und Reversan (Rev) im Vergleich zu 5-FU bei 21 % Sauerstoff. Hierzu wurde der Wirksamkeits-Index
berechnet, der das Verhiltnis aus Anzahl vitaler Zellen fiir 5-FU (5 pmol/l) und den Kombinationen an-
gibt. Eine Zahl kleiner 1 bedeutet fiir die jeweilige Kombination, dass diese weniger antiproliferativ wirkt
als 5-FU und eine Zahl groRer 1, dass der antiproliferative Effekt der Kombination groRRer ist als der von
5-FU.

Zelllinie NaOx+GF NaOx+Rev GF+Rev NaOx+GF+Rev
Colo741 0,5 0,9 0,8 1,2
HCT116 0,4 0,7 0,7 1,0
HT29 0,8 1,1 1,1 1,5
LS174T 0,7 1,0 1,0 1,5
SW620 0,6 0,7 0,6 1,1
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Tabelle 4.7: Der antiproliferative Effekt der Kombinationen aus Natriumoxamt (NaOx), Galloflavin (GF)
und Reversan (Rev) im Vergleich zu 5-FU bei 5 % Sauerstoff. Der antiproliferative Effekt ist als Wirk-
samkeits-Index dargestellt. Zu seiner Berechnung siehe Text bei Tabelle 4.6.

Zelllinie NaOx+GF NaOx+Rev GF+Rev NaOx+GF+Rev
Colo741 0,9 1,1 0,9 1,4
HCT116 0,6 0,9 0,7 1,2
HT29 0,9 1,2 1,0 1,7
LS174T 0,6 1,0 0,9 1,3
SW620 0,8 1,1 0,8 1,3

Tabelle 4.8: Der antiproliferative Effekt der Kombinationen aus Natriumoxamt (NaOx), Galloflavin (GF)
und Reversan (Rev) im Vergleich zu 5-FU bei 1 % Sauerstoff. Der antiproliferative Effekt ist als Wirk-
samkeits-Index dargestellt. Zu seiner Berechnung siehe Text bei Tabelle 4.6.

Zelllinie NaOx+GF NaOx+Rev GF+Rev NaOx+GF+Rev
Colo741 1,1 1,2 1,0 1,3
HCT116 1,1 1,2 1,0 1,4
HT29 1,0 1,2 1,1 1,4
LS174T 1,0 1,1 1,1 1,3
SW620 0,9 1,1 1,0 1,2

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:

(i) Der MRP1-Inhibitor Reversan weist einen antiproliferativen Effekt bei kolorektalen
Karzinomzellen auf, der auch fir tumorphysiologische Sauerstoffkonzentrationen
nachzuweisen war (Abb. 4.7);

(ii) Die beiden LDH-Inhibitoren Natriumoxamat und Galloflavin weisen einen
antiproliferativen Effekt auf;

(iii) Durch Kombination mit Natriumoxamat und Galloflavin war der antiproliferative
Effekt von Reversan zu steigern;

(iiii) Den starksten antiproliferativen Effekt wies die Dreifachkombination aus
Reversan, Natriumoxamat und Galloflavin auf, die sich im Vergleich zu 5 umol/l 5-FU

mindestens als gleichstark erwies — und dies auch in Hypoxie.
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5 Beantwortung der Fragen

1.  Weisen die beiden LDH-Inhibitoren Natriumoxamat und Galloflavin und der
MRP1-Inhibitor Reversan einen antiproliferativen Effekt bei kolorektalen Karzi-
nomzellen auf? Ist dieser auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrati-
onenvon 5 % und 1 % nachzuweisen?

Jeder der drei Inhibitoren weist einen antiproliferativen Effekt bei den fiinf untersuch-

ten kolorektalen Karzinomzelllinien bei 21 % Sauerstoff auf. Dieser antiproliferative

Effekt wurde gezeigt als halbomaximale inhibitorische Konzentration oder ICsy (Tabel-

le 4.3), durch die Bestimmung der Starke des Riickgangs vitaler Zellen um bis 50 %

(Abb. 4.6 und 4.7) und der Qualitdt des antiproliferativen Effekts als Zytostase

(Abb. 4.8 sowie Abb. 10.6-10.9). Bedeutsamer ist, dass die drei Inhibitoren auch bei

tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 und 1 % wirksam waren. So

verringerte sich der Anteil vitaler Zellen durch Natriumoxamat bzw. Galloflavin um bis
zu 45 % (Abb. 4.6) und bei Reversan um bis zu 60 % im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle (Abb. 4.7).

2. Fihren unterschiedliche Kombinationen der drei Inhibitoren Natriumoxamat,
Galloflavin und Reversan zu einem starkeren antiproliferativen Effekt? Ist dieser
auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 %
nachzuweisen?

Die Kombination aus Natriumoxamat und Galloflavin verringerte bei 21 % Sauerstoff

den Anteil vitaler Zellen bei den fiinf kolorektalen Karzinomzellenlinien um durch-

schnittlich 60 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 4.10). Fiir drei von
finf Zelllinien (Colo741, HCT116 und LS174T) war der antiproliferative Effekt in dieser

Starke auch bei 5 % und 1 % Sauerstoff nachzuweisen (Abb. 4.10). Die Zugabe von Re-

versan zu Natriumoxamat bzw. Galloflavin verringerte den Anteil vitaler Zellen bei vier

von funf Zelllinien (Colo741, HCT116, HT29 und LS174T) bei 21 % und 5 % Sauerstoff
um mindestens 70 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 4.10). Den starks-

ten antiproliferativen Effekt wies die Dreifachkombination aus Natriumoxamat,
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Galloflavin und Reversan auf. Fiir das Konzept der Arbeit war wichtig zeigen zu kénnen,
dass der antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren auch bei tumorphysiologischen
Sauerstoffkonzentrationen nachzuweisen war. So verringerte sich der Anteil vitaler
Zellen bei 1 % Sauerstoff durch diese Kombination auf bis zu 28 % (Abb. 4.10) bei vier

von flinf Zelllinien (einzige Ausnahme waren SW620 Zellen).

3. Ist der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan bzw.
ihre Kombination mit dem von 5-FU vergleichbar? Ist dieser auch bei tumor-
physiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 % nachzuweisen?

Die Dreifachkombination aus Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan wies fir die

finf kolorektalen Karzinomzelllinien einen gleichstarken bzw. starkeren anti-

proliferativen Effekt auf als das Chemotherapeutikum 5-FU in einer Konzentration von

5 umol/I. Dies war fir die drei Sauerstoffkonzentrationen nachzuweisen (Tabellen 4.6,

4.7 und 4.8).
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6 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, inwieweit Laktatdehydrogenase
(LDH) und Multidrug resistance-Protein 1 (MRP1) sich als Zielstrukturen fiir eine selek-
tive Inhibition der Tumorzellproliferation eignen. Hierzu wurde der antiproliferative
Effekt der beiden LDH-Hemmstoffe Natriumoxamat und Galloflavin und des MRP1-
Hemmstoffs Reversan bei kolorektalen Karzinomzelllinien untersucht. Die Expression
beider Proteine in den untersuchten Zelllinien wurde gezeigt (Abb. 4.1). Dass es sich
bei beiden Zielstrukturen um spezifische Targets maligner Zellen handelt, wird durch
ihre Funktion im Stoffwechsel und bei der Anpassung an Wachstumsbedingungen, die
in einem soliden Tumor vorherrschen, verstandlich. Hierauf wird in den folgenden Ka-

piteln naher eingegangen.

6.1 Die intratumorale Heterogenitdt von Tumoren

Die Zellen eines Tumors sind nicht identisch, sondern weisen heterogene Eigenschaf-
ten auf. So kénnen sie sich unter anderem in der Aktivitdt einzelner Gene, in der Zu-
sammensetzung ihrer Oberflachenrezeptoren sowie in der Starke der Zellproliferation
und dem Metastasierungsverhalten unterscheiden (Marusyk et al., 2010). Diese Diver-
sitat von Zellen innerhalb eines Tumors wird als intratumorale Heterogenitat bezeich-
net (Burrell et al., 2013). Gerlinger, der das AusmaR der intratumoralen Heterogenitat
an Nierentumoren untersuchte, entnahm hierzu Biopsien aus unterschiedlichen Berei-
chen des Tumors. Dabei fand er unter anderem, dass von den insgesamt 128 nach-
weisbaren Mutationen sich 40 in allen untersuchten Biopsien innerhalb des Tumors
befanden (»ubiquitous mutations«) und 29 Mutationen ausschlieflich auf bestimmte
Regionen im Tumor (»private mutations«) beschrankt waren. Die Daten von Gerlinger
verdeutlichen, dass die intratumorale Heterogenitat mit einer Monotherapie thera-
peutisch nicht addquat zu behandeln ist und zu Resistenzbildung fiihren kann

(Gerlinger et al., 2012).
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Als Ursache der Variabilitdt von Zellen innerhalb eines Tumors wird das Prinzip der
positiven Selektion nach der Darwinschen Evolutionstheorie gesehen. Danach werden
nur solche Zellklone weiter expandiert, die den Wachstumsbedingungen im Tumor am
besten angepasst sind (Nowell, 1967; Gerlinger und Swanton, 2010; Lloyd et al., 2016).
Aus der malignen Zelle, die aus der neoplastischen Transformation (Einleitung) ent-
steht, bilden sich Tochterzellen mit unterschiedlichen Mutationen, die jeweils einen
Zellklon bilden. Die Heterogenitat der Zellklone innerhalb eines soliden Tumors liefert
eine Erklarung dafiir, warum die Behandlung von Tumoren mit einem Therapeutikum
haufig nicht von dauerhaftem Erfolg ist. Der Nachteil einer Monotherapie, dass nicht
samtliche Klone eines Tumors auf den Wirkstoff addaquat ansprechen, kann durch
Kombination mehrerer Wirkstoffkomponenten, die gegen verschiedene klonale Eigen-
schaften der Zellen gerichtet sind, zu einer Steigerung des therapeutischen Effekts fiih-
ren. Dieser wird am hochsten sein, wenn es gelingt, eine entsprechend grofRe Anzahl
an Zellklonen durch die Komponenten der Kombinationstherapie zu erreichen. Zudem
kann mit einer Kombinationstherapie das Risiko eines Therapieversagens durch Aus-

bildung von Resistenzen gesenkt werden (Gerlinger et al., 2012).

6.2 Beeinflussung des Tumorwachstums durch Inhibition der Laktatdehydrogenase

Der maligne Stoffwechsel, der im Wesentlichen ATP und Metabolite fiir Synthesen
Uber eine hyperaktive Glykolyse (Kapitel 1.2) bezieht, ist maRgeblich von der Aktivitat
der Laktatdehydrogenase abhangig (Kapitel 1.3). So fihrt die Inhibition von LDH-A bzw.
der M-Untereinheit (Tabelle 1.1) zu zahlreichen, das maligne Wachstum hemmenden
Effekten (Abb. 6.1). Charakteristisch flir maligne Zellen mit hyperaktiver Glykolyse ist
eine verminderte oxidative Phosphorylierung (Fantin und Leder, 2006). Die Inhibition
der Laktatdehydrogenase-Aktivitat auf Gen- bzw. Proteinebene dagegen fiihrt in ma-
lighen Zellen zu einer Reaktivierung der oxidative Phosphorylierung, was auch ihre Fa-
higkeit zum Wachstum in Hypoxie einschrankt; ein Hinweis dafir, dass die Laktatde-
hydrogenase als mafigeblich fiir den malignen Stoffwechsel anzusehen ist (Fantin et
al., 2006). Eine weitere Auswirkung der Reaktivierung der mitochondrialen Atmung

maligner Zellen ist die verstarkte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und
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damit einhergehend ein durch oxidativen Stress induzierter Zelltod (Le et al., 2010).
Der mechanistische Zusammenhang zwischen einer Hemmung der Laktatdehydro-
genase und oxidativem Stress ist zurzeit nicht geklart. Es wird vermutet, dass mit Inhi-
bition der Glykolyse sich der Gehalt an (reduziertem) Gluthation, einem wichtigen

zellularen Antioxidans, in der Zelle verringert (Colen et al., 2006).

Chemoresistenz l

Membranpotential l

Metastasierung l
Mitochondriale

Respiration
Inhibition

e (11 Invasivitat l

Oxidativer
Stress

Zellproliferation l

Medianes
Uberleben

Abbildung 6.1: Ubersicht iiber die biologischen Auswirkungen einer Inhibition der Laktatdehydrogena-
se-Aktivitat. lhnen gemeinsam ist der wachstumshemmende Effekt auf maligne Zellen, der - zumindest
im Tiermodell - zu einem Uberlebensvorteil fiihrt (Fantin et al., 2006). Zur Vereinfachung der Darstellung
wurde nicht unterschieden, ob die Inhibition auf Gen- oder Proteinebene durchgefiihrt wurde. Pfeile
nach oben und unten weisen auf die Zu- bzw. Abnahme biologischer Effekte hin. Eigene Zusammenstel-
lung nach Literaturdaten (Fantin et al., 2006; Le et al., 2010; Zhou et al., 2010; Zhao et al., 2011; Miao et
al., 2013).

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die LDH-Inhibitoren Natriumoxamat
und Galloflavin einen antiproliferativen Effekt in kolorektalen Karzinomzellen induzie-
ren (Tabelle 4.3). Natriumoxamat ist bereits seit Langerem als Inhibitor bekannt

(Novoa et al., 1958) im Gegensatz zu Galloflavin, dessen inhibitorischen Eigenschaften
erst seit Kurzem untersucht werden (Manerba et al., 2012). Fir die vorliegende Arbeit
wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) beider Inhibitoren bei fiinf kolo-
rektalen Karzinomzelllinien bestimmt. So war der ICsq fiir Galloflavin ca. 100-1000fach

niedriger als fir Natriumoxamat, was fiir einen entsprechend starkeren antiproliferati-
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ven Effekt von Galloflavin spricht (Tabelle 4.3). Auch weist Galloflavin eine hohere Affi-
nitdt zu LDH5 (Tabelle 1.1) auf als Natriumoxamat (Granchi et al., 2013b). Dass ein
starkerer antiproliferativer Effekt tatsachlich auf einer hoheren Affinitat basiert, lasst
sich auch mathematisch nachweisen (Cheng und Prusoff, 1973). Unabhangig davon,
dass der ICsq flir Natriumoxamat deutlich hoher war als fiir Galloflavin, war das An-
sprechen der flinf untersuchten kolorektalen Karzinomzelllinien auf beide Inhibitoren
vergleichbar. So war der antiproliferative Effekt beider Inhibitoren bei HCT116 am
starksten, gefolgt von Colo741, HT29, LS174T und am schwachsten bei SW620 (Tabelle
4.3).

In dieser Arbeit wurde fur Natriumoxamat ein geringerer antiproliferativer Effekt bei
(nicht-malignen) Fibroblasten als bei den flinf untersuchten kolorektalen Karzinomzell-
linien nachgewiesen. Dieser Unterschied war fiir Galloflavin nicht so eindeutig, auch
zeigte dieser Inhibitor unterschiedlich starke antiproliferative Effekte bei den kolorek-
talen Karzinomzellen (Tabelle 4.3). Der Grund hierfir ist nicht bekannt. Moglicherweise
ist dieses Ergebnis mit der geringeren Spezifitdt von Natriumoxamat fir LDH im Ver-
gleich zu Galloflavin zu erkldaren (Thornburg et al., 2008; Granchi et al.,, 2013b). So
hemmt Natriumoxamat zusatzlich zur Laktatdehydrogenase auch die Aspartat-
Aminotransferase (AAT), die die Umwandlung von a-Ketoglutarat zu Glutamat kataly-
siert. Ohne AAT ist der Malat-Aspartat-Shuttle nicht méglich, der NADH+H" aus dem
Cytosol in die Matrix der Mitochondrien transportiert. Eine Inhibition von AAT fiihrt u.
a. zu einer Verringerung des zelluldaren Sauerstoffverbrauchs und zu einer Abnahme

der ATP-Konzentration (Thornburg et al., 2008).

Ein therapeutischer Effekt von Natriumoxamat ist auch in vivo nachzuweisen (Li et al.,
2013), doch werden mit den therapeutisch notwendigen Dosen bereits irreversible
toxische Effekte induziert (Goldberg et al., 1965), sodass eine klinische Anwendung als
unwahrscheinlich gilt (Zhai et al., 2013; Granchi et al., 2013). Dagegen weist Galloflavin
bis zu einer Dosis von 400 mg/kg Korpergewicht keine letalen Nebenwirkungen auf

(Granchi et al., 2013). Untersuchungen an nicht malignen Zellen in vitro haben zudem
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gezeigt, dass Galloflavin bis zu einer Konzentration von 250 umol/I Zellvitalitat und
Zellproliferation nur unwesentlich beeinflusst (Valvona et al., 2016). Diese Konzentra-
tion an Galloflavin ist bis zu vierfach héher als die in dieser Arbeit eingesetzte Konzent-
ration (Abb. 4.6). Da die Auspragung von Nebenwirkungen dosisabhangig ist, ist bei
den therapeutisch wirksamen (geringeren) Dosen fiir Galloflavin von weniger Neben-

wirkungen auszugehen als fir Natriumoxamt.

6.3 Effekte von MRP1 in normalen und malignen Zellen

Der antiproliferative Effekt von Reversan wurde bisher ausschlieflich in Zusammen-
hang mit einer verminderten zytostatischen Wirkung von Chemotherapeutika unter-
sucht (Burkhart et al., 2009; Tivnan et al., 2015). Die klinisch relevante Funktion von
MRP1 an der Ausbildung und Aufrechterhaltung von Mehrfachchemoresistenzen (Mul-
tidrug Resistance, MDR) ist bekannt (Leslie et al., 2005; Munoz et al., 2007; Cole,
2014a; Lu et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde ein antiproliferativer Effekt
von Reversan bei Zellen kolorektaler Karzinomzelllinien erstmalig nachgewiesen, ohne
dass diese mit Chemotherapeutika inkubiert waren (Tabelle 4.3). Dieses Vorgehen ba-
siert auf Daten aus der Literatur, dass MRP1 auch eine grundlegende Bedeutung fir
den Erhalt der Zellfunktion zukommt (Cole, 2014a). So ist MRP1 am Transport zahlrei-
cher Xenobiotika und endogener Substrate (Opiate, antivirale Medikamente, Antibioti-
ka, Leukotrien LCTs, Ostrogen und Glutathion) beteiligt, ebenso an entziindlichen
und/oder immunologischen Vorgangen wie der Makuladegeneration oder bei neurolo-

gischen Stérungen (Cole, 2014a/b).

Weitere MRP1-spezifische Substrate stellen unter anderem Glutathionkonjugate wie
Katecholaminmetabolite und Lipidderivate wie Protaglandin A, und J, als auch der re-
aktive Aldehyd HNE (4-Hydroxynonenal) und der Neurotransmitter LPI (Lysophos-
phatidylinositol) dar (Cole, 2014). Durch Hemmung der MRP1-Funktion kommt es zu
einer Anreicherung dieser Substanzen in der Zelle, von denen einige zytotoxische Ef-
fekte auslosen kénnen. So induziert z. B. die intrazellulare Anreicherung von HNE (iber

oxidativen Stress Apoptose (Dalleau et al., 2013). Untersuchungen an humanen Prosta-
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takarzinomzellen mit einem MRP1-Knockdown zeigen eine Verbindung zwischen dem
reduzierten Export von LPl und einer verminderten Zellproliferation (Pineiro et al.,
2011). Auch die Bedeutung von MRP1 fiir den Export der oxidierten Form von Gluta-
thion (GSSG) wurde untersucht. Wird MRP1 gehemmt und GSSG verbleibt deshalb in
der Zelle, so fuhrt dessen intrazelluldare Anreichung zum Zelltod (Gordillo et al., 2016).
Eine Erklarung hierflir scheint zu sein, dass GSSG die Aktivierung der auch an der Regu-
lation von Apoptose beteiligten Proteinkinasen JNK und p38 induziert (Franco und
Cidlowski, 2012; Cai et al., 2006). Somit kann eine Vielzahl an Substanzen zytotoxisch
wirken, wenn diese durch Hemmung von MRP1 in der Zelle verbleiben. Interessant in
diesem Zusammenhang ist der Bezug zu Kapitel 6.2, dass auch bei der Hemmung der
Laktatdehydrogenase eine gestorte Glutathion-Funktion an der Auslosung von Zelltod

beteiligt ist.

6.4 Antiproliferative Effekte der Kombinationen aus Natriumoxamat, Galloflavin und
Reversan

Die Kombination der drei Inhibitoren Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan stei-
gerte den antiproliferativen Effekt der Einzelsubstanz und war im Vergleich zum anti-
proliferativen Effekt von 5-FU gleichstark bzw. starker (Abb. 4.10). Der antiproliferative
Effekt von Natriumoxamat plus Reversan und Galloflavin plus Reversan war bei 21 %
Sauerstoff nahezu gleich und hatte sich im Vergleich zu den Einzelsubstanzen nahezu

verdoppelt (Abb. 4.6 und 4.10).

Das therapeutische Ziel mit den beiden LDH-Inhibitoren Natriumoxamat und Gallofla-
vin war, durch Hemmung der Laktatdehydrogenase die Bildung von ATP durch die hy-
peraktive Glykolyse (Kapitel 1.2) zu blockieren und durch Mangel an ATP die Aktivitat
ATP-abhdngiger Transportsysteme indirekt zu hemmen. Dass in malignen Zellen eine
Hemmung der Glykolyse zu einer Verringerung der Aktivitdt von ABC-Transportern
fuhrt, wurde von Nakano gezeigt. Durch Inhibition der Hexokinase wurde die Glykolyse
nicht mehr (ausreichend) mit phosphorylierter Glukose versorgt und in der Zelle nah-

men der Anteil an ATP sowie die Aktivitat der ATP-abh&dngigen ABC-Transporter ABCG2
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und ABCB1 ab (Nakano et al., 2011). Da auch MRP1 zur Familie der ATP-abhangigen
ABC-Transporter gehort, kann von einem vergleichbaren Effekt durch Inhibition der
Laktatdehydrogenase ausgegangen werden: Der Glukoseumsatz der Glykolyse verrin-
gert sich und ein abnehmender zelluldarer ATP-Spiegel beeinflusst die Funktion von
MRP1. Diese indirekte Inhibition der MRP1-Funktion durch LDH-Inhibitoren sollte
durch den MRP1-Inhibitor Reversan noch zu verstarken sein. Tatsachlich wurde der
starkste antiproliferative Effekt mit der Dreifachkombination aus Natriumoxamat,
Galloflavin und Reversan erreicht und der Anteil vitaler Zellen bis auf 12 % reduziert

(Abb. 4.10); lediglich SW620 bildete hierbei eine Ausnahme.

Nachdem in dieser Arbeit fur unterschiedliche Kombinationen der Inhibitoren eine
Steigerung des antiproliferativen Effekts nachgewiesen werden konnte, wurde auch
die Wirkung der Inhibitoren in Kombination mit dem Chemotherapeutikum 5-FU un-
tersucht. 5-FU ist Bestandteil der bei der Behandlung kolorektaler Karzinome einge-
setzten Chemotherapeutika (Gustavsson et al., 2015). Fir die Chemotherapeutika Vin-
cristin (100 nmol/l) und Etoposid (2 umol/l) wurde bereits gezeigt, dass durch Inhibi-
tion der MRP1-Funktion ihre chemotherapeutische Wirkung gesteigert werden konnte.
So zum Beispiel wurde der Anteil vitaler Zellen der Glioblastom-Zelllinie U251 durch
Zugabe von 15 umol/l Reversan zu 100 nmol/I Vincristin von ca. 50 % auf 12 % verrin-
gert (Tivnan et al., 2015). Ein Zusammenhang zwischen einer Inhibition von MRP1 und
Zunahme des antiproliferativen Effekts von 5-FU ist bisher experimentell nicht besta-
tigt; ebenso wenig, dass MRP1 den Export von 5-FU vermittelt. In dieser Arbeit wurde
der antiproliferative Effekt unterschiedlicher 5-FU Konzentrationen mit der Kombinati-
on aus 5-FU und 60 umol/l Reversan verglichen. Tatsachlich konnte gezeigt werden,
dass Reversan den antiproliferativen Effekt niedriger Konzentrationen an 5-FU um bis
zu 60 % steigerte (Abb. 4.9). Auch die Berechnung des Wirksamkeits-Index lieR diesen
durch Kombination gesteigerten antiproliferativen Effekt bei finf der sechs kolorek-
talen Karzinomzelllinien erkennen und war bei zwei Zelllinien um mehr als das
1000fache erhoht (Tabelle 4.5). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass ein

Zusammenhang zwischen der Hemmung von MRP1 durch Reversan und einer Steige-
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rung des antiproliferativen Effekts von 5-FU besteht. Dies impliziert ebenfalls, dass
auch 5-FU ein Substrat von MRP1 sein kdonnte. Entsprechende Messungen zur Bestati-

gung dieser Annahme fehlen aber noch.

Li et al. konnten zeigen, dass durch eine microRNA-vermittelte Inhibition der Genakti-
vitdat von LDH-A der antiproliferative Effekt von 5-FU sich in kolorektalen Tumorzellen
erhoht (Li et al., 2015). Basierend auf dieser Erkenntnis wurde in der vorliegenden Ar-
beit die Auswirkung einer Inhibition der Laktatdehydrogenase auf die Wirksamkeit von
5-FU untersucht. Tatsachlich lieB sich der antiproliferative Effekt von 5-FU durch Zuga-
be von Natriumoxamat oder Galloflavin um den Faktor 1000 steigern (Tabelle 4.5).
Eine Ausnahme hiervon stellten die beiden Zelllinien SW620 und LS174T dar (Tabel-
le 4.5). Eine Erklarung hierfir konnten die fur Galloflavin ermittelten ICso-Werte fir
beide Zelllinien sein, die im Vergleich zu den drei anderen Zelllinien um den Faktor 3-4

hoher liegen (Tabelle 4.3).

Die Kombination der drei Inhibitoren wies den starksten antiproliferativen Effekt bei
21 % Sauerstoff auf, der durchschnittlich um 26 % starker war als der von 5 pmol/l 5-
FU (Abb. 4.10). Fir das Konzept der Arbeit wichtiger zu zeigen war, dass ein anti-
proliferativer Effekt der Kombinationen mit den drei Inhibitoren auch bei 5 % und 1 %

Sauerstoff nachzuweisen war (Abb 4.10).

Die geringere Wirksamkeit von Chemotherapeutika in Hypoxie, die in dieser Arbeit fir
das Zytostatikum 5-FU gezeigt wurde - so nahm der antiproliferative Effekt von 5-FU
um das 2- bis 4-fache in Hypoxie ab (Abb. 4.4) -, ist vermutlich eine Konsequenz der
verringerten Zellproliferation, die aber flir die Wirksamkeit von 5-FU Voraussetzung ist

(Murono et al., 2012).
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6.5 Der Einfluss von Tumorhypoxie auf die Funktion von LDH und MRP1

Die pharmakologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basieren nicht nur auf Ver-
suche bei 21 % Sauerstoff, sondern auch bei 5 % und 1 % Sauerstoff. Der Grund hierfur
ist im Phanomen der Tumorhypoxie zu sehen. Wahrend in gesunden Geweben eine
durchschnittliche Sauerstoffkonzentration von 5 % physiologisch ist (Normoxie), bewe-
gen sich die Sauerstoffkonzentrationen fiir Tumoren um ca. 2 %, meist noch unter
1,3 %, was in der Literatur als Hypoxie bezeichnet wird (Kallinowski et al., 1990; Vaupel
und Mayer, 2005; McKeown, 2014). Der antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren
Natriumoxamat, Galloflavin (LDH-Inhibitoren) und Reversan (MRP1-Inhibitor) war auch
bei 5 % und 1 % Sauerstoff nachzuweisen. So verringerte sich der Anteil vitaler Zellen
durch die beiden LDH-Inhibitoren um bis zu 45 % und durch den MRP1-Inhibitor sogar
um bis zu 60 % (Abb. 4.6). Zudem konnte auch unter diesen Bedingungen der anti-
proliferative Effekt der Einzelsubstanzen durch Kombination gesteigert werden

(Abb. 4.6 und 4.10).

Auf den Zusammenhang zwischen abnehmender Sauerstoffkonzentration und einer
HIFla-induzierten Expression wurde bereits in der Einleitung hingewiesen (Kapitel 1.3).
HIFla ist an der Genexpression glykolytischer Enzyme beteiligt wie Hexokinase 1 und
2, Phosphofruktokinase, aber auch von Glukosetransporter (GLUT-1 und GLUT-3) und
Laktatdehydrogenase, sowie diverser, fir die Ausbildung von Mehrfachchemoresisten-
zen wichtiger Proteine wie MDR1, VEGF und Matrixmetalloproteasen (Milane et al.,
2011). Untersuchungen an Hela Zellen haben gezeigt, dass der intrazellulare Anteil an
der induzierbaren HIF-1o-Untereinheit mit abnehmender Sauerstoffkonzentration (un-
tersucht wurden Sauerstoffkonzentrationen bis 0,5 %) ansteigt (Jiang et al., 1996). HIF-
la ,kappt” zudem die Schnittstelle zum Citratzyklus durch Expression der Pyruvatde-
hydrogenase-Kinase 1 (PDK1), die ihrerseits die wichtige Funktion der Pyruvatdehydro-
genase hemmt, die die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA kataly-
siert (Kapitel 1.2). Dies fiihrt dazu, dass der Glukosestoffwechsel der Zelle von oxidati-

ver Phosphorylierung in den Mitochondrien zur Teiloxidation in der Glykolyse verscho-
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ben wird. Pyruvat verbleibt hierzu im Zytosol und wird dort von der Laktatdehydro-

genase zu Laktat reduziert (Kapitel 1.2).

Der Zusammenhang zwischen Hypoxie und der HIF1l-a vermittelten Expression von
LDH und MRP1 (Abb. 6.2) lasst vermuten, dass der antiproliferative Effekt der Inhibito-
ren Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan bei Sauerstoffkonzentrationen von unter
1 % noch weiter zunehmen wird. Da ca. 60 % der soliden Tumoren mehr oder weniger
ausgedehnte hypoxische bis anoxische Bereiche aufweisen, waren Inhibitoren, die
auch in Hypoxie wirksam sind, zweifelsohne von Vorteil. So war der antiproliferative
Effekt der Dreifachkombination aus Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan bei 5 %

und 1 % Sauerstoff vergleichbar bzw. sogar starker als der von 5-FU.

Die gezeigten Daten, dass eine Inhibition von LDH und MRP1 auch bei tumorphysiolo-
gischen Sauerstoffbedingungen zu antiproliferativen Effekten fihrt, deuten darauf hin,
dass es sich hierbei tatsachlich um fiir maligne Zellen zwei wichtige Zielstrukturen fir

Zellproliferation und Zellfunktion handelt.
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Abbildung 6.2: Ubersicht iiber die Interaktion der beiden HIF-1a-Targets Laktatdehydrogenase (LDH)
und MRP1 in der malignen Zelle. Das Konzept der Arbeit beruht darauf, die Funktion von MRP1 mit
Reversan zu hemmen und die Wirkung dieser Hemmung durch LDH-Inhibitoren (Galloflavin, Natriumo-
xamat) zu verstarken. Hierdurch wird die hyperaktive Glykolyse als wichtiger Stoffwechselweg in der

malignen Zelle fiir die Bildung von ATP gehemmt. Literaturdaten, die diesen Zusammenhang stitzen,
werden diskutiert (s. hierzu auch die Einleitung).
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7 Ausblick

Die pharmakologischen Ergebnisse der Arbeit lassen weitere Untersuchungen zum
molekularen Mechanismus der gemeinsamen Hemmung der LDH- und MRP1-Funktion
sinnvoll erscheinen. Hierzu ist es notwendig, entsprechende Transfektanten
herzustellen, die entweder kein LDH und/oder MRP1 exprimieren bzw.
Uberexprimieren. Hierzu stehen molekulare Tools wie siRNA oder CRISPR/cas zur

Verflgung.

Auch sollte geklart werden, ob beide Targets als tumorspezifisch zu klassifizieren sind,
um bereits in dieser friihen Phase der Untersuchungen mogliche Nebenwirkungen
abschatzen zu koénnen. Die Ergebnisse der Arbeit verdeutlichen, dass die
Untersuchungen auf jeden Fall bei physiologischen bzw. tumorphysiologischen

Sauerstoffkonzentrationen durchgefiihrt werden sollten.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der durch diese Arbeit offensichtlich wurde, ist die
Notwendigkeit von Transportmessungen zur Bestatigung der Spezifitat von MRP1 fiir
5-FU. Die Daten der Arbeit lassen dies zwar vermuten, doch werden erst
Transportmessungen die notwendigen experimentellen Daten liefern kénnen, dass
MRP1 (i) 5-FU aus der Zelle transportiert; (ii) dass die Inhibition der Funktion der
Laktatdehydrogenase indirekt zu einer Verringerung der MRP1-Aktivitdt fahrt und
damit der Export von 5-FU blockiert ist und (iii) dass die gemeinsame Hemmung von

LDH und MRP1 den Export von 5-FU moglicherweise noch starker hemmt.

Mittelfristig werden auch Untersuchungen in vivo notwendig sein. Im Prinzip stehen
zwei ,Tumormodelle” zur Wahl: Entweder die Injektion von Tumorzellen in die Maus
als Syn- bzw. Xenograft oder der Einsatz genetischer Mausmodelle. Beide
»Modellformen« weisen entsprechende Vor- und Nachteile auf. Auf jeden Fall werden
in einer fortgeschrittenen Phase weiterfilhrende Untersuchungen in einem komplexen

Organismus zur Bestatigung des Konzepts notwendig sein.
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8.1 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit waren pharmakologische Untersuchungen zum
antiproliferativen  Effekt der beiden Laktatdehydrogenase (LDH)-Inhibitoren
Natriumoxamat und Galloflavin sowie des MRP1-Inhibitors Reversan einzeln und in
Kombination bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen in vitro zu untersuchen.
Zusatzlich wurde der antiproliferative Effekt der drei Inhibitoren mit dem von 5-FU

verglichen.

Das Konzept zu dieser Arbeit basiert auf Gemeinsamkeiten zwischen LDH und MRP1 in
malignen Zellen. Eine ist, dass beide Molekiile von zahlreichen Tumoren
Uberexprimiert werden. Weiter sind beide an der Ausbildung von Chemoresistenz
beteiligt und beide werden auch in Hypoxie exprimiert. Zudem wird das flr die
Funktion von MRP1 notwendige ATP in malignen Zellen hauptsachlich mit der
hyperaktiven Glykoloyse gebildet, deren Stoffumsatz auch von der LDH-Aktivitat
abhangig ist. Eine kombinierte Inhibition beider Zielstrukturen scheint somit geeignet
zu sein, um die Proliferation maligner Zellen gezielt zu hemmen. Da in groRen Teilen
solider Tumoren hypoxische bzw. anoxische Bedingungen vorherrschen, wurde die
Wirksamkeit der drei Inhibitoren auch bei 5 % und 1 % Sauerstoff, die als

tumorphysiologisch gelten, untersucht.

Die wichtigsten Ergebnisse aus dieser Arbeit sind, dass die beiden LDH-Inhibitoren
Natriumoxamat und Galloflavin und der MRP1-Inhibitor Reversan einen
antiproliferativen Effekt bei kolorektalen Karzinomzellen auslésen, der auch fir
tumorphysiologische Sauerstoffkonzentrationen nachzuweisen war. So verringerte sich
durch Natriumoxamat bzw. Galloflavin der Anteil vitaler Zellen um bis zu 45 % und
durch Reversan um bis zu 60 % bei 5 % und 1 % Sauerstoff im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle.

- 49 -



Auch unterschiedliche Kombination aus Natriumoxamat, Galloflavin und Reversan
fihrten zu einer Steigerung des antiproliferativen Effektes, der auch immer bei
tumorphysiologischen Konzentrationen nachzuweisen war. Den starksten antiproli-
ferativen Effekt wies die Dreifachkombination aus Galloflavin, Natriumoxamat und
Reversan auf. So verringerte sich der Anteil vitaler Zellen bei 1 % Sauerstoff durch
diese Kombination auf bis zu 28 % bei vier der flinf kolorektalen Karzinomzelllinien. Die
Dreifachkombination wies einen gleichstarken bzw. starkeren antiproliferativen Effekt

auf als das Chemotherapeutikum 5-FU und zwar ebenfalls bei 5 % und 1 % Sauerstoff.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum antiproliferativen Effekt von
Natriumoxamat, Galloflavin (beides LDH-Inhibitoren) und Reversan (MRP1-Inhibitor) in
vitro lassen den Schluss zu, dass das Konzept der Arbeit, einen antiproliferativen Effekt
auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen zu induzieren, grundsatzlich
bestatigt wurde. Auch |6ste die gemeinsame Hemmung von LDH und MRP1 einen
teilweise starkeren antiproliferativen Effekt aus als 5-FU. Weitere Untersuchungen sind
aber ohne Frage noétig, um die molekularen Interaktion zwischen LDH und MRP1

sowie ihrer Inhibition im Detail zu verstehen.
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8.2 Summary

The aim of the present study was to investigate the antiproliferative effect of the two
lactate dehydrogenase (LDH) inhibitors sodium oxamate and galloflavin and the MRP1
inhibitor reversan at different oxygen concentrations in vitro. The inhibitors were used
individually and in combination. In addition, the antiproliferative effect of the three

inhibitors was compared with the antiproliferative effect of 5-FU.

The concept of this study is based on similarities between LDH and MRP1 in malignant
cells: their overexpression by numerous tumors; their contribution to chemoresistance
and their expression in hypoxia. In addition, the ATP necessary for the function of
MRP1 is mainly formed in malignant cells by an increased turnover of the hyperactive
glycolysis, which also depends on the LDH activity. Thus, a combined inhibition of both
targets appears to inhibit tumor cell proliferation effectively. Since hypoxic or anoxic
conditions prevail in large parts of solid tumors, the efficacy of the three inhibitors was
also investigated at 5% and 1% oxygen, which are considered to be physiological for

solid tumors.

The most important results of the study are that both sodium oxamate and galloflavin,
as well as reversan trigger an antiproliferative effect in colorectal carcinoma cells, even
in the presence of tumor physiological oxygen concentrations. For example, the pro-
portion of viable cells decreased up to 45% with sodium oxamate or galloflavin and up

to 60% with reversan, even at 5% and 1% oxygen compared to untreated control cells.

Different combinations of sodium oxamate, galloflavin and reversan resulted in en-
hanced antiproliferative effects, which were also demonstrated at tumor physiological
oxygen concentrations. The strongest antiproliferative effects were observed with the
triple combination of galloflavin, sodium oxamate and reversan. In this combination,
the proportion of viable cells decreased to 28% at 1% oxygenation in four of the five

colorectal carcinoma cell lines. The triple combination caused an antiproliferative ef-
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fect that was equal to or even more potent than the antiproliferative effect of the

chemotherapeutic agent 5-FU also at 5% and 1% oxygen.

The results of this study on the antiproliferative effect of sodium oxamate, galloflavin
(both LDH inhibitors) and reversan (MRP1 inhibitor) in vitro seems to confirm the aim
of the study, which was to induce an antiproliferative effect even in tumor physiologi-
cal oxygen concentrations. In part, the combined inhibition of LDH and MRP1 caused a
stronger antiproliferative effect than 5-FU. However, further investigations are neces-
sary to comprehend the molecular interaction between LDH and MRP1 as well as its

inhibition in detail.
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Abbildung 10.1: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei Colo741 Zellen basiert auf Zytostase (in Er-
gdnzung zu Abb. 4.5). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die
Aussaat (=100 %) normalisiert. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei

unabhdngige Versuche angegeben. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 10.2: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei HT29 Zellen basiert auf Zytostase (in Ergdn-
zung zu Abb. 4.5). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die
Aussaat (=100 %) normalisiert. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei

unabhdngige Versuche angegeben. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 10.3: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei LS174T Zellen basiert auf Zytostase (in Ergdn-
zung zu Abb. 4.5). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die
Aussaat (=100 %) normalisiert. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei
unabhdngige Versuche angegeben. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 10.4: Der antiproliferative Effekt von 5-FU bei SW620 Zellen basiert auf Zytostase (in Ergdn-
zung zu Abb. 4.5). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die
Aussaat (=100 %) normalisiert. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei
unabhangige Versuche angegeben. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

- 65 -



1000

@

o

o
1

8004

6004 400 4

400 *%

. *
% 200

2004 * &

Anzahl vitaler Zellen (%)
*
*

Anzahl vitaler Zellen (%)

0- 04
Rev(60pumol/l) - + - + - + - + - + Rev(60pmol/l)- + - + - + - + - +

Q
o o
L N o

400

Anzahl vitaler Zellen (%)

['E
Rev (60 pmol/l) - + - + - + - + - +

Abbildung 10.5: Der antiproliferative Effekt von Reversan bei 21 % (A), 5 % (B) und 1 % (C) Sauerstoff
(in Ergdnzung Abb. 4.7). In dieser Darstellung ist der antiproliferative Effekt von Reversan auf die Aus-
saat (=100 %) normiert worden. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt.
Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhangige Versuche ange-
geben. * p<0,05; ** p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 10.6: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) basiert bei Colo741 Zellen auf Zytostase (in Ergdnzung zu Abb. 4.8). Der Anteil vitaler Zellen wur-
de mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die Aussaat (=100 %) normiert. Die Werte sind als
Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhdngige Versuche angegeben. * p<0,05;
**% n<0,001.
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Abbildung 10.7: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) basiert bei HT29 Zellen auf Zytostase (in Ergdnzung zu Abb. 4.8). Der Anteil vitaler Zellen wurde
mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die Aussaat (=100 %) normiert. Die Werte sind als Mit-
telwert * Standardabweichung fiir mindestens drei unabhingige Versuche angegeben. * p<0,05;

** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 10.8: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) basiert bei LS174T Zellen auf Zytostase (in Ergdnzung zu Abb. 4.8). Der Anteil vitaler Zellen wurde
mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die Aussaat (=100 %) normiert. Die Werte sind als Mit-
telwert * Standardabweichung fiir mindestens drei unabhadngige Versuche angegeben. * p<0,05;

** p<0,01; *** p<0,001.
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Abbildung 10.9: Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx), Galloflavin (GF) und Reversan
(Rev) basiert bei SW620 Zellen auf Zytostase (in Ergdnzung zu Abb. 4.8). Der Anteil vitaler Zellen wurde
mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die Aussaat (=100 %) normiert. Die Werte sind als Mit-
telwert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhangige Versuche angegeben. * p<0,05.
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Abbildung 10.10: Der antiproliferative Effekt der Inhibitoren Natriumoxamat, Galloflavin und Rever-
san wird nicht durch 0,05 umol/I 5-FU verstérkt. Folgende Konzentrationen an Inhibitor wurden einge-
setzt: 40 mmol/l Natriumoxamat (NaOx), 60 umol/l Galloflavin (GF), 60 umol/l Reversan (Rev) und
0,05 pumol/l 5-FU. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die
Aussaat berechnet (=100 %). Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei
unabhangige Versuche angegeben.
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Abbildung 10.11: Natriumoxamat (NaOx) verstarkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU (in Ergdn-
zung zu Abb. 4.9). Die Zellen wurden fir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff mit den angegebenen Kon-
zentrationen an 5-FU und NaOx inkubiert. Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay
bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (=100 %) berechnet. Die Werte sind als Mittel-
wert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhangige Versuche angegeben. * p<0,05;

*** p<0,001 im Vergleich zu 5-FU.
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Abbildung 10.12: Galloflavin (GF) verstdrkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU (in Ergdnzung zu
Abb. 4.9). Die Zellen wurden fiir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff inkubiert. Der Anteil vitaler Zellen wur-
de mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (=100 %) berechnet. Die
Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fiir mindestens drei unabhdngige Versuche angege-
ben. * p<0,05; ** p<0,01 im Vergleich zu 5-FU.
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Abbildung 10.13: Der antiproliferative Effekt unterschiedlicher Kombinationen der drei Inhibitoren im
Vergleich zum antiproliferativen Effekt von 5-FU bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen.
Konzentrationen an Inhibitor waren: 40 mmol/l Natriumoxamat (NaOx), 60 umol/I Galloflavin (GF) und
60 umol/l Reversan (Rev). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf
die Aussaat (=100 %) prozentual berechnet. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung fir
mindestens drei unabhéngige Versuche angegeben. * p<0,05; ** p<0,01
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Tabelle 10.1: Natriumoxamat (NaOx) verstarkt den antiproliferativen Effekt (angegeben als ICs in
nmol/Il) von 5-FU (in Ergénzung zu Tabelle 4.4). Die Zellen wurden fiir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff
inkubiert. Zu jeder Konzentrationsstufe an 5-FU (von 10" bis 10° mol/l) wurden 20, 40, 60 oder 80
mmol/l NaOx zugegeben und hierfir der ICsq mit dem Biostatistikprogramm GraphPad Prism berechnet.
Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kon-
trolle (=100 %) berechnet. Die ICs; Werte sind als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall [in Klammern]
fur jeweils drei unabhangige Versuche angeben. (---) nicht durchgefihrt. Die Ergebnisse mit 40 mmol/I
NaOx sind in Tabelle 4.5 aufgefiihrt.

5-FU Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620
(10 bis 10° mol/I)
plus
15 2,0 26 83 12,0
2 I I N ’ ’ ’ ’ 7
imrel. Ry [0,5-38] [0,9-4,4] [0,6-11] 3,6-19] [6-25]]
35 82 70 10
0wl Lk [0,6-21] [1,1-62] [0,8-60] [1,4-72]
22 2.7 47 42 5,9
I I N ’ ’ ’ ’ 7
80/mmol/l NaOx [0,4-11] [0,4-16] [0,5-46] [0,7-28] | [0,6-54]

Tabelle 10.2: Galloflavin (GF) verstarkt den antiproliferativen Effekt (angegeben als IC5o in nmol/l) von
5-FU (in Ergdnzung zu Tabelle 4.5). Die Zellen wurden fiir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff inkubiert. Zu
jeder Konzentrationsstufe an 5-FU (von 10" bis 10° mol/l) wurden 20, 40 oder 60 umol/l GF zugegeben
und hierfur der ICsq mit dem Biostatistikprogramm GraphPad Prism berechnet. Der Anteil vitaler Zellen
wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (=100 %) berechnet.
Die ICso Werte sind als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall [in Klammern] fiir jeweils drei unabhangi-
ge Versuche angeben.

5-FU Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620
(10™ bis 10° mol/I)
plus
27 11 82 2.4 35
2 I | F ’ ’ ’ ’ ’
ymrmelifls [0,7-10] [0,5-2,8] [4,3-16] [1,2-5] [1,3-10]
0,5 0,9 48 28 23
A el el 0,1-1,9] 0,3-2,4] [1,9-12] [1,2-6,6] [0,9-6]
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Tabelle 10.3: Reversan (Rev) verstirkt den antiproliferativen Effekt (angegeben als ICso in nmol/I) von
5-FU (in Ergdnzung zu Tabelle 4.5). Die Zellen wurden fiir 72 Stunden bei 21 % Sauerstoff inkubiert. Zu
jeder Konzentrationsstufe an 5-FU (von 10" bis 10° mol/l) wurden 20, 40 oder 60 umol/l Rev zugegeben
und hierfur der ICsq mit dem Biostatistikprogramm GraphPad Prism berechnet. Der Anteil vitaler Zellen
wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle (=100 %) berechnet.
Die ICso Werte sind als Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall [in Klammern] fiir jeweils drei unabhangi-
ge Versuche angeben.

5-FU Colo741 HCT116 HT29 LS174T SW620
(10" bis 10”° mol/1)
plus
0,4 1,3 1,6 1.4 55
2 I | R ’ ’ 2 ’ ’
0 umol/I Rev [0,2-0,7] | [0,8-23] | [0,7-3,7] | [0,7-3,1] | [0,8-38]
40 pmol/I Rev 0,006 0,009 0,5 0,6 25
" [0,003-0,01] | [4,3-17] | [176-1284] | [245-1239] | [1,7-358]
60 umol/I Rev [(?'0%%11 Gjben 0,01 0,024 2,4
" 0.002] (0,5-2,0] | [4,5-29,0] | [7,1-43,0] | [0,3-22]

Tabelle 10.4: Reversan verstarkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU bei 21 % Sauerstoff (in Ergan-
zung zu Abb. 10.10). Hierzu wurde der Wirksamkeits-Index berechnet, der das Verhaltnis aus Anzahl
vitaler Zellen fur 5-FU (10’9; 10%; 10° und 10™ mol/l) und 5-FU plus Reversan (60 umol/l) angibt. Eine
Zahl kleiner 1 bedeutet fiir, dass die Zugabe von Reversan zu 5-FU keinen zusatzlichen antiproliferativen
Effekt induziert. Eine Zahl groBer 1 bedeutet, dass der antiproliferative Effekt von 5-FU durch Zugabe
des Inhibitors groBer wird.

22|l 5-FU (10° mol/I) 5-FU (10° mol/I) 5-FU (10 mol/1) 5-FU (10 mol/1)
plus Reversan plus Reversan plus Reversan plus Reversan
Colo741 2,5 2,7 1,2 1,0
HCT116 2,5 3,1 0,6 0,5
HT29 1,7 1,6 0,8 0,8
LS174T 1,9 1,8 0,9 0,8
SW620 1,6 1,2 1,0 0,9
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Tabelle 10.5: Natriumoxamat (NaOx) verstarkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU bei 21 % Sauer-
stoff (in Ergdnzung zu Abb. 10.2) Hierzu wurde der Wirksamkeits-Index berechnet, der das Verhaltnis
aus Anzahl vitaler Zellen fur 5-FU (10'9; 10%; 10 und 10™ mol/l) und 5-FU plus Natriumoxamat (40
mmol/l) angibt. Eine Zahl kleiner 1 bedeutet fiir, dass die Zugabe von NaOx zu 5-FU keinen zusétzlichen
antiproliferativen Effekt induziert. Eine Zahl groRer 1 bedeutet, dass der antiproliferative Effekt von 5-FU

durch Zugabe des Inhibitors groBer wird.

5-FU (10°° mol/I)

5-FU (10°° mol/l)

5-FU (10° mol/l)

5-FU (10" mol/l)

Zelllinie

plus NaOx plus NaOx plus NaOx plus NaOx
Colo741 2,1 2,7 2,8 2,4
HCT116 2,0 2,0 0,7 0,9
HT29 2,4 2,0 1,3 1,7
LS174T 1,9 1,8 1,0 1,0
SW620 1,6 1,5 1,0 0,8

Tabelle 10.6: Galloflavin verstirkt den antiproliferativen Effekt von 5-FU bei 21 % Sauerstoff. Hierzu
wurde der Wirksamkeits-Index berechnet,der das Verhaltnis aus Anzahl vitaler Zellen fir 5-FU (10'9; 10°
;10° und 10" mol/l) und5-FU plus Galloflavin (80 umol/l) angibt. Eine Zahl kleiner 1 bedeutet, dass die
Zugabe von Galloflavin zu 5_FU keinen zuséatzlichen antiproliferativen Effekt induziert. Eine Zahl groRer 1
bedeutet, dass der antiproliferative Effekt von 5-FU durch Zugabe des Inhibitors gréRer wird.

5-FU (10°° mol/I)

5-FU (10°° mol/I)

5-FU (10 mol/l)

5-FU (10 mol/l)

Zelllinie

plus Galloflavin plus Galloflavin plus Galloflavin plus Galloflavin
Colo741 2,3 2,0 3,1 1,7
HCT116 2,5 2,7 1,0 1,0
HT29 2,3 1,7 0,9 1,3
LS174T 1,7 1,7 1,0 0,8
SW620 1,8 1,7 1,6 1,5

Berechnung der Verdopplungszeit zu Tabelle 4.1.

Die Verdopplungszeit wurde wie folgt berechnet: (log(2)*At)/(log(N1)-log(No)). At entspricht der zeitli-

chen Differenz (in Tagen) zwischen Beginn (tg) und Ende (t;) der Wachstumsversuche (sie betrug drei

Tage); Ng entspricht der photometrisch bestimmten OD (optical densitiy) bei t, (=Aussaat); N; entspricht

der photometrisch bestimmten OD bei t;.
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