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1 Einleitung 

1.1 Gynäkologische Karzinome 

1.1.1 Endometriumkarzinom 

Das Endometriumkarzinom ist in vielen westlichen Ländern der häufigste maligne Tumor des 

weiblichen Genitaltraktes. Seine Inzidenz beträgt weltweit zwischen 9,9 und 15 pro 100 000 

Frauen. In Deutschland kommt es jährlich zu 11 300 Neuerkrankungen pro Jahr. Damit stellt 

das Endometriumkarzinom das vierthäufigste Malignom der Frau dar. Mit 2,7 % der krebs-

bedingten Sterbefälle nimmt es die neunte Stelle bei der Mortalität ein. Der Erkrankungsgip-

fel liegt zwischen 75 und 80 Jahren, wobei 5 % der Endometriumkarzinome bei Frauen unter 

40 Jahren auftreten.    

Das Endometriumkarzinom ist vorzugsweise eine Erkrankung älterer Frauen und tritt meist 

postmenopausal auf. Ätiologisch sind endogene und exogene Risikofaktoren zu unterschei-

den. Zu den endogenen Risikofaktoren zählen ein metabolisches Syndrom mit Adipositas, 

Diabetes mellitus, eine lange Lebensphase mit Menstruationsblutung, ein PCO-Syndrom und 

Nulliparität (AMANT ET AL. 2005). Als exogene Risikofaktoren für die Entstehung eines Endo-

metriumkarzinoms werden die Langzeiteinnahme von Östrogenen ohne Gestagenschutz und 

die Tamoxifen-Langzeittherapie bei vorangegangenem Mammakarzinom angesehen (BERN-

STEIN ET AL. 1999). 

Pathogenetisch werden zwei Typen des Endometriumkarzinoms unterschieden. Zum einen 

gibt es das östrogenassoziierte Typ-I-Karzinom mit recht günstiger Prognose, welches hoch-

differenziert ist und vor allem im Zusammenhang mit den genannten endogenen und exoge-

nen Risikofaktoren auftritt. Ein Auftreten unabhängig von entsprechenden Risikofaktoren 

zeigt das östrogenunabhängige Typ-II-Karzinom, welches meist wenig differenziert ist und 

eine schlechtere Prognose aufweist (AKHMEDKHANOV ET AL. 2001). Die Prognose des Endomet-

riumkarzinoms ist jedoch im Allgemeinen günstig, weil die meisten Patientinnen sich zum 

Zeitpunkt der Diagnosestellung in einem frühen klinischen Stadium befinden. Die Prognose 

hängt dabei von mehreren Faktoren wie dem Tumortyp, dem Grading, der Invasionstiefe 

sowie dem Lymphknotenbefall ab. 

Die Primärtherapie des Endometriumkarzinoms erfolgt operativ und besteht aus Hysterek-

tomie mit Adnexexstirpation sowie gegebenenfalls pelviner und paraaortaler Lymphono-

doektomie (AMANT ET AL. 2007). Eine adjuvante Strahlentherapie sollte bei Patientinnen mit 

hohem Lokalrezidivrisiko durchgeführt werden, nicht aber bei Patientinnen im Frühstadium 

(MARIANI ET AL. 2000). Eine adjuvante endokrine Therapie mit Gestagenen wird nicht empfoh-

len. In einer Studie über eine adjuvante Chemotherapie zeigte sich, dass eine systemische 

Therapie mit  Doxorubicin (Adriamycin) und Cisplatin bei optimal operierten Karzinomen der 

Stadien III und IV einen Vorteil gegenüber einer Ganzabdomenbestrahlung bietet (RANDALL ET 
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AL. 2006). Zu den palliativen Therapieoptionen gehören neben der Operation und Bestrah-

lung bei Progesteronrezeptor-positiven Karzinomen die endokrine Therapie mit Gestagenen 

und bei Rezeptor-negativen Karzinomen die Chemotherapie unter anderem mit Doxorubicin, 

Cisplatin oder Paclitaxel. 

 

1.1.2 Ovarialkarzinom 

Das Ovarialkarzinom ist das sechsthäufigste Malignom bei Frauen in Europa und die häufigs-

te Mortalitätsursache gynäkologischer Krebserkrankungen. In Deutschland erkranken jähr-

lich etwa 8 000 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Das Erkrankungsalter liegt dabei zwischen 

60 und 70 Jahren. Etwa 10 % der Ovarialkarzinome sind genetisch bedingt. 

Die Ursache für die Entstehung des Ovarialkarzinoms ist noch nicht vollständig geklärt, man 

kennt jedoch bestimmte Risikofaktoren. Das Risiko einer Erkrankung steigt mit zunehmen-

dem Alter und einer Nulliparität. Bei familiär gehäuftem Auftreten von Mamma- und Ovari-

alkarzinomen finden sich in einem Großteil der Fälle Mutationen in BRCA-Genen.  

Aufgrund der erst spät auftretenden klinischen Symptome hat das Karzinom bei Diagnose-

stellung oft die Organgrenze schon überschritten und ist bereits ins kleine Becken gewach-

sen oder fernmetastasiert (GOODMAN & HOWE 2003). Diese spätentdeckten Karzinome haben 

daher eine schlechte Prognose. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate für Tumoren im Stadium III 

und IV liegen bei 5 – 20 %. Bis heute existieren weder effektive Screeningmethoden noch 

Früherkennungsmaßnahmen. Der Verlauf der Erkrankung und die Überlebenszeit werden 

unter anderem beeinflusst vom Lebensalter der Patientin, der Tumorgröße und 

-ausbreitung, dem Differenzierungsgrad und dem postoperativen Tumorrest (SILVERBERG  

2000 sowie VON GEORGI ET AL. 2003). 

Bei der Therapie des Ovarialkarzinoms unterscheidet man zwischen einem frühen Karzinom 

und einem fortgeschrittenen Karzinom. In 30 % der Fälle ist das Ovarialkarzinom auf das 

kleine Becken beschränkt und es handelt sich um ein Frühkarzinom. Beim frühen Karzinom 

ist die vollständige operative Entfernung des Tumorgewebes von entscheidender Bedeutung 

für die Heilung und die Überlebensdauer. Eine adjuvante systemische, platinhaltige Chemo-

therapie wird je nach Stadium empfohlen. Bei fortgeschrittenem Karzinom ist der postopera-

tive Tumorrest der entscheidende Prognosefaktor. Eine an die Operation anschließende pla-

tin- und taxanhaltige Chemotherapie ist bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom Standard 

(TRIMBOS ET AL. 2003). In der Rezidivtherapie ist die Optimierung der Lebensqualität das pri-

märe Ziel. Eine Option stellt die endokrine Therapie dar. Hierzu sind Daten für die Gabe von 

Tamoxifen, Gestagen und GnRH-Analoga bekannt, welche das Wachstum der Tumormasse 

beeinflussen (GRÜNDKER ET AL. 2002b). 



Einleitung                                                                                                                                                3 

1.2 GnRH-Rezeptor-vermittelte Tumortherapie 

Das Prinzip der rezeptorvermittelten Tumortherapie („receptor targeted therapy“) besteht 

darin, dass nur Zellen, die den entsprechenden Rezeptor an ihrer Oberfläche besitzen, the-

rapiert werden, wohingegen Zellen ohne diesen Rezeptor geschont werden. Dies steigert die 

spezifische Effektivität und mindert unerwünschte Nebenwirkungen. 

1.2.1 Der GnRH-I-Rezeptor als Ziel 

Der GnRH-I-Rezeptor, der in etwa 80 % aller Endometrium- und Ovarialkarzinome und in 

mehr als 50 % aller Mammakarzinome exprimiert wird (FEKETE ET AL. 1989, IMAI ET AL. 1994 

sowie  SRKALOVIC ET AL. 1990), stellt einen Teil eines negativ-autokrinen Regulationsmechanis-

mus des Zellwachstums dar. Bis auf die Hypophyse und die Organe des Reproduktionstraktes 

gibt es keine anderen Normalgewebe, die den GnRH-I-Rezeptor exprimieren (GRÜNDKER & 

EMONS 2005). Deshalb stellt der GnRH-I-Rezeptor ein geeignetes Ziel für eine rezeptorvermit-

telte Therapie dar. Die ersten GnRH-Analoga wurden schon kurz nach der Entdeckung des 

Gonadotropin-Realising-Hormons (GnRH) (SCHALLY ET AL. 1971) entwickelt. Es konnte gezeigt 

werden, dass GnRH-I-Agonisten und GnRH-I-Antagonisten eine antiproliferative Wirkung auf 

Mamma-, Endometrium-, Ovarial- und Prostatakarzinomzellen haben (CASTELLON ET AL. 2006, 

EMONS ET AL. 1993 sowie GÜNTHERT ET AL. 2005). 

SCHALLY & NAGY begannen 1999 mit der Entwicklung des zytostatischen GnRH-Analogons AN-

152 (AEZS-108), das über den GnRH-I-Rezeptor wirkt. AN-152 (vgl. Abbildung 1)  ist ein Hyb-

ridwirkstoff, bei dem das lipophile Chemotherapeutikum Doxorubicin über einen Linker ko-

valent an eine Seitenkette des GnRH-I-Agonisten [D-Lys6]GnRH gekoppelt ist. Bei Doxorubicin 

(Adriamycin) handelt es sich um ein Anthracyclin-Antibiotikum, das als Zytostatikum zur The-

rapie maligner Tumoren eingesetzt wird (BLUM & CARTER 1974 sowie WEISS 1992). Es hemmt 

die DNA- und RNA-Synthese durch Interkalierung in die DNA und durch Inhibition der Topo-

isomerase-II, einem Schlüsselenzym der DNA-Synthese, und führt dadurch zum Zelltod. Eine 

erhebliche und somit dosislimitierende Nebenwirkung von Doxorubicin stellt vor allem die 

Kardiotoxizität dar (BUZDAR ET AL. 1985). Die kovalente Bindung von Doxorubicin an den 

GnRH-I-Agonisten [D-Lys6]GnRH ermöglicht es, dass eine Anreicherung des zytostatischen 

Chemotherapeutikums nur in Tumorzellen mit GnRH-I-Rezeptor-Expression erfolgt, wodurch 

eine verminderte Toxizität für den Gesamtorganismus erzielt werden kann (GRÜNDKER 2000).  
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Abbildung 1: Hybridwirkstoff AN-152: Der Wirkstoff Doxorubicin ist kovalent an das Trägerhormon [D-Lys
6
]GnRH gekoppelt. 

(EMONS ET AL. 2009, S.16). 

 

In-vitro-Studien konnten die Anreicherung von AN-152 im Zellinneren mit apoptoseinduzie-

render Wirkung bei GnRH-I-Rezeptor-positiven Endometrium-, Ovarial- und Mammakarzi-

nomen nachweisen, wohingegen nach Blockade des GnRH-I-Rezeptors dieser Effekt ausblieb 

(WESTPHALEN ET AL. 2000). Daraus ließ sich schließen, dass AN-152 durch rezeptorvermittelte 

Aufnahme in die Zellen gelangt. 

Nach Bindung am GnRH-I-Rezeptor wird der Hybridwirkstoff AN-152 zusammen mit diesem 

internalisiert. In der Zelle wird der Rezeptor abgebaut, recycelt und wieder an die Oberfläche 

gebracht. AN-152 wird in seine Einzelkomponenten Doxorubicin und [D-Lys6]GnRH gespalten 

und das lipophile Doxorubicin gelangt in den Zellkern, wo es durch DNA-Interkalation zur 

Apoptose der Zellen führt (vgl. Abbildung 2).  

Ein Problem der Karzinombehandlung stellt die Multi-Wirkstoff-Resistenz (multidrug resis-

tance, bzw. MDR) dar. Der Transporter MDR-1 ist ein Glykoprotein, durch den das Chemo-

therapeutikum wieder aus der Zelle transportiert wird und dadurch keine Wirkung zeigt. 

MDR-1 wird in 25 % der Ovarialkarzinome exprimiert und die Expression steigert sich durch 

Behandlung mit lipophilem Doxorubicin (BOOSER & HORTOBAGYI 1994 sowie OZALP ET AL. 2002). 

Diese Multi-Wirkstoff-Resistenz kann bei der Behandlung mit AN-152 durch die GnRH-I-

rezeptorvermittelte Aufnahme umgangen werden (GÜNTHERT ET AL. 2004a). 
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Abbildung 2: Zelluläre Aufnahme und Wirkmechanismus von AN-152. Links: Darstellung der Internalisierung und Lokalisati-

on von AN-152 mit konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop. 

(mod. nach GRÜNDKER ET AL. 2006, S.591) 

 

GRÜNDKER ET AL.  (2002c) zeigten am Nacktmausmodell, dass AN-152 bei gleicher molarer Do-

sis wie Doxorubicin das Wachstum GnRH-I-Rezeptor-positiver Tumoren hemmt und zur Re-

duktion des Tumorvolumens führt.  

Eine Phase-I-Studie mit AN-152 wurde im Dezember 2006 bei Endometrium- und Ovarialkar-

zinom-Patientinnen an der Universitäts-Frauenklinik Göttingen unter der Leitung von 

Prof. Dr. G. Emons abgeschlossen. Ziel war die Bestimmung der optimalen therapeutischen 

Dosis und die Frage nach der allgemeinen Verträglichkeit von AN-152. Bei der für folgende 

Phase-II-Studien empfohlenen therapeutischen Dosis von 267 mg / m2 kam es bei 15 % der 

Patientinnen zu hämatologischen Toxizitäten vom CTCAE-Grad IV, welche spontan ohne Ein-

satz von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren wieder abgeklungen sind. Andere nicht-

hämatologische Toxizitäten wie Alopezie, Übelkeit, Erbrechen und Erschöpfung waren alle 

vom CTCAE-Grad I. Die Daten zeigten zudem, dass AN-152 eine antitumorale Wirkung be-

sitzt. 

Die erste Phase-II-Studie, welche seit Ende 2007 läuft, hat als primäres Ziel die Evaluation 

der antitumoralen Wirkung von AN-152. Die ersten Ergebnisse der Studie an 42 Patientinnen 

mit platinrefraktärem Ovarialkarzinom zeigten ein medianes progressionsfreies Intervall von 

104 Tagen und eine gesamte Überlebensdauer von 15,6 Monaten. Eine optimale therapeuti-

sche Dosis von 267 mg / m2 konnte dabei bestätigt werden. 
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Zusammenfassend lässt dich sagen, dass AN-152  durch seine Eigenschaften einen geeigne-

ten Wirkstoff für die rezeptorvermittelte Chemotherapie gynäkologischer Karzinome dar-

stellt. 

 

1.2.2 Der GnRH-II-Rezeptor als Ziel 

Zusätzlich zum bekannten GnRH-I wurde im Jahre 1998 erstmals GnRH-II beschrieben (WHITE 

ET AL. 1998). Bei GnRH-II handelt es sich wie bei GnRH-I um ein Decapeptid, dessen Amino-

säuresequenz zu 70 % homolog zu GnRH-I ist. Aufgrund dieser hohen Homologie wird davon 

ausgegangen, dass GnRH-II durch Genduplikation aus GnRH-I entstanden ist. Man geht eben-

falls davon aus, dass GnRH-II eine wichtige physiologische Funktion zukommt, weil seine 

Struktur vom Fisch bis zu Säugetier hochkonserviert geblieben ist und es in verschiedenen 

Gewebearten nachgewiesen werden konnte (KAUFFMAN 2004).  

Die Existenz des GnRH-II-Rezeptors beim Menschen wird vermutet. Allerdings erschwert ein 

Stoppcodon im zweiten Exon und eine „Frameshift“-Mutation die Identifikation der Sequenz 

und ein vollständiges humanes Transkript konnte noch nicht nachgewiesen werden (MILLAR 

ET AL. 1999 sowie NEILL ET AL. 2001). Es wird vermutet, dass der GnRH-II-Rezeptor als verkürz-

ter Fünf-Transmembran-Rezeptor aktiv ist (NEILL 2002). Der GnRH-II-Rezeptor besitzt einen C-

terminalen zytoplasmatischen Schwanz und wird dadurch nach Ligandenbindung schneller 

internalisiert als der GnRH-I-Rezeptor (BLOMENROHR ET AL. 1999). Die Signaltransduktion in 

gynäkologischen Karzinomen entspricht der des GnRH-I-Rezeptors (EICKE ET AL. 2006). GnRH-II 

aktiviert ebenfalls eine Phosphotyrosinphosphatase und hemmt dadurch die EGF-induzierte 

mitogene Signaltransduktion, was zur Hemmung der Tumorzellproliferation führt.  

GRÜNDKER ET AL. (2002a)zeigten, dass eine Behandlung von Tumorzellen mit natürlichem 

GnRH-II oder dem GnRH-II-Agonisten [D-Lys6]GnRH-II zu einer stärkeren Proliferationshem-

mung führt als die Behandlung mit GnRH-I-Agonisten. Auf GnRH-II-Rezeptor-negative Zellen 

hat der GnRH-II-Agonist keinen Einfluss. Wird die GnRH-I-Rezeptor-Expression in Knock-

Down-Experimenten ausgeschaltet, kann die Tumorproliferation durch [D-Lys6]GnRH-II 

weiterhin gehemmt werden, GnRH-I-Agonisten wie Triptorelin zeigen in dieser Situation 

hingegen keine antiproliferative Wirkung mehr (GRÜNDKER ET AL. 2004). Man kann deshalb 

annehmen, dass neben dem GnRH-I-Rezeptorsystem ein GnRH-II-Rezeptorsystem in 

gynäkologischen Tumoren existiert. 
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Die Induktion von Apoptose ist bei der 

Proliferationshemmung durch GnRH-II-

Agonisten nicht beteiligt. Eine Behand-

lung von humanen Endometrium-, Ova-

rial-, und Mammakarzinomzellen mit 

GnRH-II-Antagonisten hingegen führt 

über eine dosisabhängige Aktivierung 

von Caspase-3 zur Induktion von Apop-

tose in vitro (vgl. Abbildung 3 FISTER ET AL. 

2009). Die antitumorale Wirkung der 

GnRH-II-Antagonisten konnte in vivo 

bestätigt werden. Sie hemmen das 

Wachstum von Xenontransplantaten 

humaner Endometrium-, Ovarial-, und 

Mammakarzinomzellen in Nacktmäusen 

signifikant ohne sichtbare Nebenwirkun-

gen (FISTER ET AL. 2007 sowie GRÜNDKER ET 

AL. 2010). In Abbildung 4 ist der GnRH-II-

Antagonist Ant-3 dargestellt, der die 

höchste Wirksamkeit in den in-vivo-

Versuchen zeigte. 

 

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse scheinen GnRH-II-Antagonisten geeignete Wirkstoffe 

für eine wenig toxische endokrine Therapie gynäkologischer Karzinome darzustellen. 

 

 

 

Abbildung 4: Strukturformel des GnRH-II-Antagonisten Ant-3 

Abbildung 3: Induktion von Apoptose durch GnRH-II-Antagonisten 

über Aktivierung der Caspase-3 (mod. nach FISTER ET AL. 2009, 

S. 6479) 
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1.3 Glykolyseinhibition zur Tumortherapie 

Unter physiologischen Bedingungen beziehen gesunde Zellen ihre Energie in Form von ATP 

über die mitochondriale oxidative Phosphorylierung (CHEN ET AL. 2007). In den meisten Tu-

morzellen hingegen findet sich eine gesteigerte Glykolyse von D-Glukose zur Energiegewin-

nung, was als Warburg-Effekt beschrieben ist (WARBURG 1930). Zudem exprimieren viele Tu-

morgewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe eine erhöhte Anzahl des Glukosetranspor-

ters Glut 1 (YAMAMOTO ET AL. 1990). Die genauen molekularen Mechanismen, die zu diesen 

metabolischen Veränderungen führen, sind noch nicht vollständig erforscht, aber die erhöh-

te Glut 1-Expression und die zentrale Bedeutung der Glykolyse in Tumorzellen stellen einen 

attraktiven Angriffspunkt in der Tumortherapie dar (PELICANO ET AL. 2006). 

2-Deoxy-D-Glukose (2DG) ist ein Glukoseanalogon (vgl. Abbildung 5), das zu einer Glykoly-

seinhibition und einem Abfall der ATP-Produktion führt (KAPLAN ET AL. 1990 sowie LASZLO ET AL. 

1960). 

 

Abbildung 5: Strukturformel von 2DG im Vergleich zu D-Glukose (AFT ET AL. 2002, S. 806) 
 

Als einzigen Unterschied zur D-Glukose besitzt 2-Deoxy-D-Glukose am zweiten Kohlenstoff-

atom ein H-Atom statt einer Hydroxylgruppe. Durch diese strukturelle Ähnlichkeit konkur-

riert es mit D-Glukose um die Aufnahme in die Zellen. 2DG wird wie D-Glukose über den 

Glukosetransporter Glut 1 in die Zelle aufgenommen und durch die Hexokinase zu 2-Deoxy-

D-Glukose-6-Phosphat (2DG-P) phosphoryliert. Im Gegensatz zur phosphorylierten 

D-Glukose kann 2DG-P nicht weiter verstoffwechselt werden und akkumuliert in der Zelle, 

wodurch die Glykolyse inhibiert wird. Der resultierende ATP-Abfall führt in vitro zu einem 

Zellzyklusarrest und schließlich zum Zelltod  

AFT ET AL. zeigten 2002 an Brustkrebszelllinien in vitro, dass eine Behandlung mit 2-Deoxy-

D-Glukose zu einer Aktivierung des Enzyms Caspase-3 führt, das zu den apoptose-

induzierenden Effektor-Caspasen zählt. Die Apoptoseinduktion durch 2DG konnte auch für 

andere solide Tumoren bestätigt werden (BELL ET AL. 1998 sowie LEE ET AL. 1997). Am Maus-

modell konnte ein glykolyseinhibierender Effekt ohne Nebenwirkungen bei einer Dosierung 

bis zu LD50 = 2g / kg KG nachgewiesen werden (LANDAU & LUBS 1958).  
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In klinischen Phase-I/II- Studien an Glioblastom-Patienten wurde gezeigt, dass 2-Deoxy-D-

Glukose außerdem zu einer Verbesserung der Strahlentherapie beiträgt, indem es die Strah-

lensensibilität maligner Tumorzellen erhöht (MOHANTI ET AL. 1996). 

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse stellt 2-Deoxy-D-Glukose durch seine antiproliferative 

und apoptoseinduzierende Wirkung auf solide Tumoren sowie die zentrale Bedeutung der 

Glykolyse in malignem Gewebe ein rationales Therapieprinzip in der Onkologie dar. 

 

1.4 Kombinationstherapie 

Auch wenn viele Einzelsubstanzen für die Karzinombehandlung in vitro eine sehr effektive 

Wirkung zeigen, so kommt es in der klinischen Anwendung oft zu erheblichen dosislimitie-

renden Nebenwirkungen oder die erforderliche Wirkdosis kann den Patienten häufig nicht 

verabreicht werden. Vor diesem Hintergrund sind Kombinationstherapien ein innovativer 

Ansatz. 

Das Prinzip der Kombinationstherapie beinhaltet eine Behandlung mit mehreren Einzelkom-

ponenten und findet in der antitumoralen Therapie häufig Verwendung. Dabei werden Sub-

stanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten und Wirkmechanismen kombiniert, wodurch 

sowohl additive als auch synergistische Effekte erzielt werden können. Dadurch ist es mög-

lich, die Dosis der Einzelsubstanzen zu verringern und mögliche Nebenwirkungen zu reduzie-

ren oder zu vermeiden und trotzdem den gewünschten antitumoralen Effekt zu erzielen. 

Eines der ersten Beispiele für die Entwicklung einer auch heute noch etablierten Kombinati-

onstherapie ist das Chemotherapie-Schema CHOP, bestehend aus Cyclophosphamid, Doxo-

rubicin, Vincristin und Prednison, welches zur Behandlung maligner Lymphome eingesetzt 

wird (MCKELVEY ET AL. 1976). Auch in der Behandlung solider Tumore kam es zur Entwicklung 

einer Vielzahl von Kombinationstherapien, die in die aktuellen Leitlinien aufgenommen wer-

den konnten (BELANI 2000 sowie MAYER 2009).  

Für den Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose konnte in vitro bereits gezeigt werden, dass 

bei einer Behandlung in Kombination mit Doxorubicin oder Cisplatin eine erhöhte Zytotoxizi-

tät erzielt werden kann (MASCHEK ET AL. 2004 sowie SIMONS ET AL. 2007) 
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung 

Auch wenn die Therapie der Wahl bei Patientinnen mit gynäkologischen Karzinomen die 

Operation darstellt, so ist die Prognose bei inoperablen, chemotherapieresistenten oder 

rezidivierenden Karzinomen meist infaust. Für diese Patientinnen werden weiterhin innova-

tive Therapieoptionen gesucht. 

Mit den Versuchen dieser Arbeit sollte präklinisch evaluiert werden, ob die Kombination aus 

Glykolyseinhibition und rezeptorvermittelter Therapie mit GnRH-Analoga zur Therapie gynä-

kologischer Karzinome geeignet ist. Folgende Fragen wurden deshalb experimentell adres-

siert: 

1) Exprimieren die gynäkologischen Karzinome die GnRH-Rezeptoren? 

2) Kommt es bei kombinierter Gabe aus Glykolyseinhibitor und GnRH-Analogon zu einer 

verstärkten zytostatischen Effektivität und über welche Mechanismen kommt diese 

zustande? 

3) Lassen sich aus den Ergebnissen Hypothesen für eine mögliche klinische Anwendbar-

keit der verwendeten Kombinationstherapie formulieren? 
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2 Material und Methoden  

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Absaugsystem EcoVac   Schütt Labortechnik, Göttingen 

Analysewaage     Sartorius, Göttingen 

Autoklav 2540EL    Tuttnauer, Breda (Niederlande) 

Blot-Apparatur    peqlab, Erlangen 

Eismaschine     ZIEGRA, Isernhagen 

Elektrophorese-Apparatur   Apelex, Lisses (Frankreich) 

Gasbrenner     Schütt Labortechnik, Göttingen  

Gefrieranlagen: 

- -150 °C      Air Liquide, Düsseldorf 

- -80 °C     Forma Scientific, Braunschweig 

- -20 °C     Liebherr, Biberach 

Magnetrührer IKA-COMBIMAG RCT  Heidolph, Bremen 

Mikroskope: 

- Axiovert 25     Zeiss, Oberkochen 

- Olympus, IX 51    Olympus, Hamburg 

Multi-Detection Microplate Reader  BIO-TEK, Bad Friedrichshall 

Neubauer-Zählkammer 0,0025 mm²  Brand Gläser, Wertheim 

Pipetten: 

- Einfach-Pipetten, 10 µl, 200 µl, 1000 µl Eppendorf, Hamburg 

- Mehrkanal-Pipette, 50 µl   Thermo Labsystems, Egelsbach 

- Multipette plus    Eppendorf, Hamburg 

Röntgenfilm     Kodak GmbH. Stuttgart 

Röntgenfilm-Kassette    Procon x-Ray GmbH, Garbsen 

Röntgenfilm-Prozessor X-Ray SRS-101A Konica Minolta, München 

Rollenmischer     Dunstable Beds, England 
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Sterilwerkbank Lamin air LFM 24725 Heraeus, Osterode 

Thermoshaker     Biometra, Göttingen   

Trockenschrank    Forma Scientific, Braunschweig 

Überkopfschüttler    Heto, Wettenberg 

Vortex REAX top    Heidolph, Bremen 

Wasserbad     GFL, Burgwedel 

Wipptisch     GFL, Burgwedel    

Zentrifugen: 

- Biofuge pico     Heraeus, Osterode 

- Labofuge, Ausschwingmotor  Heraeus, Osterode 

- Tischkühlzentrifuge 3K30   Sigma Laborzentrifugen, Deisenhofen 

 

2.1.2 EDV 

Adobe Photoshop 7.0.1   Adobe Systems, San Jose (USA) 

AxioVision 3.1     Zeiss, Oberkochen 

GraphPad Prism® 5.03 für Windows  GraphPad Software, San Diego California (USA) 

Microsoft Office XP Version 2007  Microsoft, Redmond (USA) 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialen 

Ampuwa®     Fresenius Kabi, Bad Homburg 

Combitips plus    Eppendorf, Hamburg 

Deckgläschen     Menzel Gläser, Braunschweig 

Einfrierboxen     Nalgene Labware, Rochester (USA) 

Gewebekulturflaschen    Nunc, Roskilde (Dänemark) 

- 75 cm²  

Lab-Tek Chamber SlideTM   Thermo Scientific, Waltham (USA) 
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Multiwell-Platten: 

- 6-Well-Platte     Becton Dickinson, Heidelberg 

- 96-Well-Platte     Becton Dickinson, Heidelberg 

- 96-Well-Platte schwarz   Greiner Bio-One, Essen 

Objektträger, 76 x 26 mm, Mattrand Knittel Gläser, Braunschweig 

Parafilm     Pechiney, Düsseldorf 

Pipetten: 

- Pasteuerpipetten, 150  mm, 230 mm WU, Mainz 

- Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml   Sarstedt, Braunschweig 

Pipettenspitzen, 10 µl, 200 µl, 1000 µl Sarstedt, Braunschweig 

Reaktionsgefäße, 0,5 ml, 1,5 ml  Eppendorf, Hamburg 

Kryoröhrchen 1,8 ml    Nalgene Labware, Rochester (USA) 

Sterilfilter     Sarstedt, Braunschweig 

 

2.1.4 Chemikalien 

alamarBlue®     AbD Serotec, Düsseldorf 

Bromphenolblau    Sigma, Deisenhofen 

CelLytic™ M Cell Lysis Reagent  Sigma, Deisenhofen 

Coomassie Brilliant Blue   Bio-rad, München 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma, Deisenhofen 

Foetal calf Serum (FCS)   PAA, Linz (Österreich) 

Glutamin     Life Technologies, Carlsbad (USA) 

Glycerin     Merck, Darmstadt 

Glycin      USB, Staufen 

Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt 

Magermilchpulver    BioRad, München 
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Methanol     J. T. Baker, Griesheim 

Natriumchlorid    USB, Staufen 

Natriumhydrogencarbonat   Merck, Darmstadt 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Invitrogen, Karlsruhe 

Phosphate Buffered Saline (PBS)  PAN, Aidenbach 

Prosieve 50 Gel Solution   Cambrex,  Wiesbaden 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)   Roth, Karlsruhe 

Transferrin     Sigma Aldriche, St. Louis (USA) 

Tris      USB, Staufen 

Triton X-100     Sigma, Deisenhofen 

Trypan-Blau (0,4 %)    Sigma, Deisenhofen 

Trypsin-EDTA 0,05 %    Invitrogen, Karlsruhe 

Tween 20, Sigma Ultra   Sigma, Deisenhofen 

 

2.1.5 Kits 

DeadEndTM Fluorometric TUNEL System Promega, Mannheim 

ECL™ Immobilon Western   Millipore, Schwalbach 

JC-1 Mitochondrial Membrane Potential  

Detection Assay Kit    Biotium, Köln 

 

2.1.6 Proteine, Proteinaseinhibitoren und Proteinstandards 

Proteinaseinhibitorcocktail   Sigma, Deisenhofen 

Proteinstandard peqGold   peqlab, Erlangen 

 

Rinderserumalbumin (BSA, 100 x)  New England Biolabs, Ipswich (USA) 
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2.1.7 Antikörper 

2.1.7.1 Primärantikörper 

Tabelle 1: Verwendete Primärantikörper 

Antigen Spezies Verdünnung Herkunft / Referenz 

Aktin Kaninchen 1:1000  Epitomics, Burlingame (USA)  

Aktive Caspase-3 Kaninchen 1:1000  Abcam, Cambridge (UK) 

GnRH-I-Rezeptor Kaninchen 1:1000  Eigene Herstellung 

GnRH-II-Rezeptor Kaninchen 1:500  Eigene Herstellung 

 

2.1.7.2 Sekundärantikörper 

Folgender Sekundärantikörper wurde im Western-Blot 1 : 40000 in TBS-Tween verdünnt 

eingesetzt: 

Esel anti-Kaninchen IgG, HRP-Konjugat  GE Healthcare, München 

 

2.1.8 Versuchssubstanzen   

2.1.8.1 2-Deoxy-D-Glukose 

Tabelle 2: 2-Deoxy-D-Glukose 

Substanz Stammlösung Herkunft 

2-Deoxy-D-Glukose Grade III  

(164,16 g/mol) 
1 mM (in Ampuwa) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

 

2.1.8.2 AN-152 

Tabelle 3: AN-152 

Substanz Stammlösung Herkunft 

AEZS-108 ( 2133,23 g/mol) 5 x 10
-4

 M (in PBS) Aeterna Zentaris, Frankfurt 

 

2.1.8.3 GnRH-II-Antagonist 

Tabelle 4: GnRH-II-Antagonist Ant-3 

Substanz Stammlösung Herkunft 

[Ac-D2Nal1, D-4Cpa2, D-3Pal3,6, 

Leu8, D-Ala10]GnRH-II 

(1425,6 g/mol) 

5 x 10
-4

 M (angelöst in 

1 N Essigsäure, in PBS) 

Eigenentwicklung und Auftragssynthese 

durch Peptide Specialty Laboratories, 

Heidelberg 
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2.1.9 Medien für die Zellkultur und Versuche 

Für die Kultur der Zelllinien wurde MEM-Earl Kulturmedium w Phenolrot als Grundmedium 
verwendet, welches mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 10 % FCS, 50 IU Insulin und 1 µg / ml 
Transferrin supplementiert wurde. 

Zur Kryokonservierung diente MEM-Earl Kulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO. 

Als Hungermedium wurde MEM-Earl w/o Phenolrot verwendet. Supplementiert wurde es 
mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 5 % FCS, 50 IU Insulin, 1 µg / ml Transferrin, 2 % Glutamin 
und 1,1 g Natriumhydrogencarbonat. 

 

2.1.10 Zelllinien 

Tabelle 5: Verwendete humane Zelllinien 

Zelllinie Entität Herkunft Referenz 

AN3 CA 
Endometrium,  

Adenokarzinom 
ATCC, Wesel DAWE ET AL. 1964 

EFO-21 
Ovar,                     

Adenokarzinom 
DSMZ, Braunschweig SIMON ET AL. 1983 

HEC-1-A 
Endometrium,     

Adenokarzinom 
ATCC, Wesel KURAMOTO  1972 

NIH:OVCAR-3 
Ovar,                     

Adenokarzinom 
ATCC, Wesel HAMILTON ET AL. 1983 

 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Zellzahlbestimmung mit Neubauer-Zählkammer 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer Neubauer-Zählkammer. Dabei wurde aus einem 

Aliquot der Zellsuspension eine Verdünnung von 1:5 bis 1:20 mit Trypan-Blau hergestellt. 

Durch Trypan-Blau ist es möglich, vitale von letalen Zellen zu unterscheiden, da es die 

Membranen letaler Zellen blau färbt. Zur Ermittlung der vitalen Zellen wurden die ungefärb-

ten Zellen in vier Großquadranten einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Die Zellzahl wurde 

anschließend nach folgender Formel berechnet: 

Zellzahl [ml-1] = (Mittelwert der vier Großquadranten) x 104 x Verdünnungsfaktor x Ausgangsvolumen 

 

2.2.2 Kultivieren von Zellen 

Alle Zellen wurden in wassergesättigter Atmosphäre und 5 % CO2 bei 37 °C kultiviert und 

jeden zweiten Tag mit frischem, vorgewärmtem Kulturmedium versorgt. Alle Zellkulturarbei-

ten erfolgten an einer Sterilwerkbank. 
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Je nach Wachstumseigenschaften der jeweiligen Zelllinie wurden die Zellen in regelmäßigen 

Abständen passagiert. Beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % wurde zunächst sämtli-

ches Medium abgesaugt, die Kulturflasche mit PBS gewaschen und anschließend vorge-

wärmtes Trypsin-EDTA hineingegeben und bei 37° C inkubiert. Nach Ablösen der Zellen wur-

de die Trypsinreaktion durch Zugabe von Kulturmedium abgestoppt und die Zellsuspension 

mit 1200 rpm für 5 min zentrifugiert. Nach Resuspension des Zellpellets mit Kulturmedium 

wurden die Zellen ausgedünnt wieder in Kultur genommen.  

 

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen 

Einfriermedium MEM-Earl Kulturmedium mit 20 % FCS 

10 % DMSO 

Zur Langzeitkonservierung wurde, nach vorheriger Konzentrationsbestimmung, die Zellsus-

pension in der Zentrifuge mit 1200 rpm für 5 min bei RT pelletiert. Der Überstand wurde 

abgesaugt und das Pellet in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Je 1 ml dieser Zellsus-

pension wurde in zuvor beschriftete Kryoröhrchen überführt und zunächst über Nacht bei 

-80 °C eingefroren. Anschließend wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff bei -150 °C gela-

gert. 

 

2.2.4 Revitalisieren von Zellen 

Das Revitalisieren der Zellen erfolgte durch kurzes Antauen des entsprechenden Kryo-

röhrchens im Wasserbad bei 37 °C. Die Zellsuspension wurde dann in ein Falcon Tube mit 

9 ml Kulturmedium überführt und in der Zentrifuge mit 1200 rpm für 5 min bei RT pelletiert. 

Dieser Waschschritt diente dem Entfernen von DMSO. Anschließend wurde das Zellpellet in 

frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine 75 cm² große Zellkulturflasche überführt. 

 

2.2.5 alamarBlue® Proliferations-Assay 

Um das Proliferationsverhalten der Zellen zu untersuchen, wurde der alamarBlue® Assay 

verwendet. Bei diesem Assay wird die Anzahl lebender Zellen indirekt durch die Bestimmung 

der mitochondrialen metabolischen Aktivität (Elektronentransport) der Zellen bestimmt. Die 

Umsetzung des Farbstoffes  alamarBlue®, von seinem oxidierten Zustand in den reduzierten 

Zustand, basiert dabei auf der Atmungskettenaktivität der Mitochondrien (AHMED ET AL. 

1994). 

alamarBlue® enthält den ungiftigen, wasserlöslichen, in oxidierter Form blauen Redox-

Indikator Resazurin, der bei Reduktion zu rot fluoreszierendem Resorufin umgesetzt wird. 

Vitale, proliferierende Zellen verursachen eine Reduktion des Indikators und dadurch eine 
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Rotfärbung. Diese Farbänderung kann mit der UV-Spektrometrie und der Fluoreszenzspekt-

rometrie gemessen werden. Ist die Proliferation und somit die Umsetzung gehemmt, fällt 

der Farbumschlag geringer aus. 

Je nach Zelllinie wurde eine bestimmte, vorher ermittelte Anzahl an Zellen in 96-Well-Platten 

24 h vor Versuchsbeginn ausgesät. Behandelt wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen 

2DG, AN-152, GnRH-II-Antagonist und jeweils entsprechenden Kombinationen. Als Kontrolle 

diente Medium. Die Zellen wurden anschließend über 96 h inkubiert und nach Zugabe des 

alamarBlue®-Farbstoffes erfolgte die spektralphotometrische Messung bei λ = 570 nm und 

als Referenz bei λ = 630 nm im Multi-Detection Microplate Reader. 

  

2.2.6 Zytotoxizitäts-Assay 

2.2.6.1 JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay 

10X Assay Puffer  1 : 10 mit destilliertem Wasser 

JC-1-Reagenz  1 : 100 mit 10X Assay Puffer 

 

Mit dem JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay wurde die zytostatische 

Wirkung der Versuchssubstanzen untersucht. 

Eine der frühesten, charakteristischen Veränderungen des Apoptose-Prozesses ist der Ver-

lust des mitochondrialen Membranpotentials, der durch Porenbildung in der Mitochond-

rienmembran zustande kommt. Der lipophile, kationische Fluoreszenzfarbstoff JC-1 kann 

sowohl die Plasmamembran als auch die Mitochondrienmembran passieren und eignet sich 

so zur Bestimmung des elektrochemischen Gradienten (SMILEY ET AL. 1991).  

In vitalen Zellen reichert sich der Farbstoff im negativ geladenen Inneren der Mitochondrien 

an und bildet dort rot fluoreszierende Aggregate. In apoptotischen Zellen herrscht ein gerin-

geres Membranpotential, wodurch JC-1 keine Aggregate bilden kann und als grün fluoreszie-

rendes Monomer im Zellplasma vorliegt. 

Die Inkubation der Zellen mit den Einzelsubstanzen und den Kombinationen erfolgte über 

48 h. Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranverlustes wurde der JC-1 Mitochondrial 

Membrane Potential Detection Assay nach Angaben des Herstellers verwendet. Die an-

schließende Messung erfolgte im Multi-Detection Microplate Reader. 
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2.2.6.2 TUNEL Assay 

Ein charakteristisches Zeichen der späten Apoptose ist die Fragmentierung der DNA durch 

Endonukleasen (SCHWARTZMAN & CIDLOWSKI 1993). An den Strangbrüchen der DNA entstehen 

freie 3´-OH-Enden, durch die sich apoptotische Zellen von nicht-apoptotischen Zellen unter-

scheiden lassen. Die entstandenen 3´-OH-Enden werden beim TUNEL Assay mit Hilfe einer 

terminalen Deoxynukleotidyl-Transferase mit Fluoreszin-12-dUTP markiert, wodurch die 

apoptotischen Zellen im Fluoreszenzmikroskop grün fluoreszierend dargestellt werden kön-

nen (GAVRIELI ET AL. 1992). Im Gegensatz zu den grün fluoreszierenden apoptotischen Zellen 

stellen die nicht-apoptotischen Zellen sich rot dar und können so unterschieden werden.  

Das DeadEndTM Fluorometric TUNEL System wurde an mit den Versuchsubstanzen behandel-

ten Zellen durchgeführt und nach Herstellerangaben verwendet.  

 

2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.3.1 Herstellung der Western-Blot-Lysate 

Zur Herstellung der Zelllysate wurden die jeweiligen Zellpellets zweimal mit PBS gewaschen 

und danach mit 1200 rpm für 10 min bei RT pelletiert. Je nach Größe wurden die Pellets in 

einem bestimmten Volumen Lysispuffer aufgenommen und in vorbereitete 1,5 ml Eppen-

dorf-Reaktionsgefäße überführt. Um den Proteinabbau zu verhindern, wurde ein Protea-

seinhibitorcocktail hinzugegeben. Es folgten 15 min bei RT und 800 rpm auf dem Schüttler 

und eine Zentrifugation mit 13.000 rpm bei 4° C für 25 min. Der Überstand wurde in neue 

Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und einer Proteinbestimmung zugeführt oder bei –

 80° C gelagert. 

 

2.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

(BRADFORD  1976) 

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit der Methode nach Bradford quantitativ bestimmt. 

Durch die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue an die Seitenketten von Protei-

nen verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm hin zu 595 nm. Die Absorptions-

zunahme bei 595 nm, die sich durch einen Farbumschlag zeigt, ist ein Maß für die Protein-

konzentration der Lysate und kann photometrisch gemessen werden. 

Zunächst wurde eine BSA-Lösung von 1 mg/ml mit Aqua bidest. hergestellt, aus der dann 

gemäß Tabelle 6 die Eichgerade pipettiert wurde. 
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Tabelle 6: Pipettierschema für die Eichgerade zur Proteinbestimmung 

Eichgerade [mg/ml]  0 0,2 0,4 0,8 1,6 

H20 [µl] 5 4,5 4 3 1 
BSA-Lsg. [µl] 0 0,5 1 2 4 

 

 

Der Farbstoff Coomassie wurde 1:5 mit Aqua bidest. verdünnt und filtriert. Die Lysate wur-

den jeweils 1:20 mit Aqua bidest. verdünnt. 50 µl der verdünnten Lysate und des Standards 

wurden mit 2,5 ml verdünnter Coomassie-Lösung versetzt und für 20-30 min inkubiert. An-

schließend wurden je 350 µl jeder Probe in je ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert. Die 

Messung erfolgte bei λ = 595 nm im Multi-Detection Microplate Reader. Anhand der Eichge-

rade und der gemessenen Absorption der Proben konnte die jeweilige Proteinkonzentration 

berechnet werden.  

 

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Laufpuffer  6,06 g Tris 

28,83 g Glycin 

2,0 g 10 % SDS 

auf 2 l Aqua bidest. 

Laemmli-Probenpuffer 1,6 ml Glycerin 

3,2 ml 10 % SDS 

2 ml 0,5 M Tris/HCl (pH = 6,8) 

1,28 g DTT 

0,4 ml 0,05 % Bromphenolblau 

8 ml Aqua bidest. 

Proteinstandard peqGOLD peqlab, Erlangen 

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde eine SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese durchgeführt. Dabei binden die Proteine im Überschuss zugesetztes De-

tergens (SDS) und tragen dann eine beständige negative Ladung, wodurch sie zur Anode 

wandern. Die negative Ladung der Proteine ist zu ihrem Molekulargewicht proportional und 

so erfolgt eine Auftrennung der SDS-Protein-Komplexe in der Gelmatrix nach der Molmasse. 

Bei der verwendeten Methode nach Laemmli (1970) wurden die Lysate zunächst in einem 

Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid (vgl. Tabelle 7) konzentriert und dann in einem Trenngel 

mit 15 % Polyacrylamid (vgl. Tabelle 7) aufgetrennt (LAEMMLI 1970). Für die SDS-PAGE wurde 

die Elektrophorese-Apparatur nach Herstellerangaben mit den Gelen zusammengesetzt und 

mit Laufpuffer gefüllt. 



Material und Methoden                                                                                                                       21 

Tabelle 7: Sammelgel und Trenngel 

 

 

 

 

 

 

Die vorbereiteten Lysate wurden mit Laemmli-Probenpuffer versetzt, für 5 min bei 95° C 

denaturiert und auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde das Gel mit Hilfe einer Mikroliter-

spritze beladen. In jedem Gel wurde die erste und letzte Tasche mit Proteinstandard befüllt. 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte zunächst bei 80 V für 30 min und anschließend bei 

150 V für 1 h.     

 

2.3.4 Western-Blot 

Transferpuffer  3, 03 g Tris 

14, 41 g Glycin 

200 ml Methanol 

1000 ml Aqua bidest. 

Die der Größe nach aufgetrennten Proteine werden bei diesem Verfahren aus dem Gel auf 

eine PVDF-Membran übertragen („Transfer“) (TOWBIN ET AL. 1979) um dann durch Reaktion 

mit spezifischen Antikörpern in der anschließend folgenden Immundetektion nachgewiesen 

zu werden. 

Für den Western-Blot wurde ein Semi-Dry-System verwendet. Hierzu wurden für jedes Gel 

eine PVDF-Membran sowie sechs Whatman-Filterpapiere zugeschnitten und in Transferpuf-

fer äquilibriert. Die Gele wurden nach der Elektrophorese aus der Elektrophorese-Apparatur 

entfernt und zusammen mit den äquilibrierten Bestandteilen im Blotmodul nach Hersteller-

angaben luftblasenfrei geschichtet. Das mit Transferpuffer gefüllte Blotmodul wurde so in 

die Blotting-Apparatur eingespannt, dass die PVDF-Membran der Anode zugewandt war. Der 

Transfer erfolgte bei RT mit 0,8 mA/cm2 für 1,5 h. 

 

 

Material Sammelgel Volumen Trenngel Volumen 

Aqua bidest. 3,1 ml 4,3 ml 

Prosieve 50 Gel Solution 0,5 ml 3,0 ml 

1,0 mM Tris 1,3 ml 2,5 ml 

10 % SDS 50 µl 100 µl 

10 % APS 50 µl 100 µl 

TEMED 4 µl 5 µl 
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2.3.5 Immundetektion 

TBS (10 x) 30 g Tris 

 80 g NaCl 

2 g KCl 

900 ml Aqua bidest.; pH 7,5 (HCl) 

TBS-Tween 50 ml TBS (10 x) 

5 ml 10 % Tween 20 

500 ml Aqua bidest. 

blocking-Lösung 5 g Magermilchpulver 

100 ml TBS-Tween 

Zur Detektion der Proteine auf der PVDF-Membran wurde die Membran nach dem Transfer 

kurz in TBS-Tween gewaschen, um Rückstände von Methanol zu entfernen. Anschließend 

wurde für 1 h bei RT mit blocking-Lösung auf dem Wipptisch inkubiert. Alle nachfolgenden 

Waschschritte in diesem Versuch wurden auf dem Wipptisch in Plastikschalen bei RT durch-

geführt. Nach 3 x 10 min Waschen mit TBS-Tween folgte die Inkubation der Membran über 

Nacht bei 4° C auf dem Schüttler mit TBS-Tween verdünntem Primärantikörper. Um ein Aus-

trocknen der Membran zu verhindern, wurde die Plastikschale luftdicht verschlossen. Am 

Folgetag wurde ungebundener Primärantikörper durch erneutes Waschen der Membran - 

2 x 10 min - entfernt. Die Sekundärantikörperinkubation mit in TBS-Tween gelöstem, 

HRP-konjugiertem Antikörper erfolgte auf dem Wipptisch für 1 h bei RT. Anschließend wurde 

die Membran wieder 3 x 10 min in TBS-Tween gewaschen, um so ungebundenen Sekundär-

antikörper zu entfernen. Für die Detektion des Chemolumineszenzsignals wurde die Memb-

ran für 1 min in dem ECL-System inkubiert und in transparente Plastikfolie gelegt. 

Die Dokumentation des Signals erfolgte mittels spezieller Röntgenfilme, die nach der Exposi-

tion in einer Röntgenfilmkassette im X-Ray Film Prozessor SRS-101A in einer Dunkelkammer 

entwickelt wurden. Die Belichtungszeiten wurden dabei von 1 sek bis zu 30 min gewählt. 
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2.4 Statistische Analysen 

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism® 5.03 für Windows (GraphPad Soft-

ware, San Diego California USA, www.graphpad.com) durchgeführt. Es wurden Unterschiede 

von p < 0,05 als signifikant gewertet. 

 

2.4.1 One-way ANOVA mit Newman-Keuls Multiple Comparison Test 

Die One-way ANOVA mit anschließendem Newman-Keuls Multiple Comparison Test testet 

den Einfluss zweier variabler Faktoren auf die Messwerte eines Experimentes sowie deren 

Interaktion. Sie fand bei der statistischen Auswertung des alamarBlue® Proliferations-Assay 

und des JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay unter verschiedenen Kon-

zentrationen im Vergleich untereinander und zur Kontrolle mit Lösungsmittel Verwendung.  

Die Kontrolle wurde bei allen Versuchen 1.0 gesetzt, was 100 % entspricht. 
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3  Ergebnisse 

3.1 GnRH-Rezeptor-Expression in gynäkologischen Karzinomzelllinien  

Die Expression des GnRH-I- und GnRH-II-Rezeptors in den verwendeten Ovarial- und Endo-

metriumkarzinomzelllinien wurde mittels Western-Blot untersucht. 

Nach Lyse der Zellen erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine mit an-

schließendem Western-Blot und Immundetektion (vgl. Kapitel 2.3, S. 20). Das in Abbildung 6 

dargestellte Ergebnis bestätigt bei allen vier Zelllinien sowohl die Expression des GnRH-I-

Rezeptors als auch die Expression des GnRH-II-Rezeptors. 

 

 

Abbildung 6: GnRH-Rezeptornachweis mittels Western-Blot 

Die vier Zelllinien wurden mittels Western-Blot auf Expression des GnRH-I- und GnRH-II-Rezeptor untersucht. Die Expressi-

on beider Rezeptoren konnte für alle Zelllinien nachgewiesen werden.  

 

3.2 Analyse der antiproliferativen Wirkung 

3.2.1 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 

Um herauszufinden, welchen Effekt 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 auf Endometrium- und 

Ovarialkarzinomzellen haben, wurde das Proliferationsverhalten der Zelllinien unter Exposi-

tion der Einzelsubstanzen und ihrer Kombination untersucht. 

Hierzu wurden die Zelllinien AN3-CA, HEC-1-A, EFO-21 und NIH:OVCAR-3 in Hungermedium 

ausgesät und für 96 h mit ansteigenden Konzentrationen 2-Deoxy-D-Glukose (5 mM, 10 mM, 

20 mM), ansteigenden Konzentrationen AN-152 (10-9 M, 10-7 M, 10-5 M) und mit unter-

schiedlichen Kombinationen aus beiden inkubiert. Als Kontrolle diente Hungermedium. An-

schließend wurde die Viabilität der Zellen mit Hilfe des alamarBlue® Assay ermittelt (vgl. Ka-

pitel 2.2.5). Die Versuche wurden als Triplikate in drei unabhängigen Experimenten und in 

drei verschiedenen Passagen wiederholt. Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die Ergebnis-

se. 
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Abbildung 7: Proliferationshemmung der Endometriumkarzinomzelllinien AN-3CA und HEC-1-A 

Behandelt wurde über 96h mit unterschiedlichen Einzeldosen  AN-152, unterschiedlichen Einzeldosen Glykolyseinhibitor  

2-Deoxyglukose (2DG) und  jeweils entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium). Die antiproliferati-

ve Wirkung wurde mittels alamarBlue Assay im Multidetection Reader ermittelt. a,  p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 0 M 2DG;  

b, p < 0,05 vs. 10
-9

 M AN-152 / 0 M 2DG; c, p < 0,05 vs. 10
-7

 M AN-152 / 0 M 2DG; d, p < 0,05 vs. 10
-5

 M AN-152 / 0 M 2DG; 

e, p < 0,05 vs.  0 M AN-152 / 5 mM 2DG; f, p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 10 mM 2DG; g, p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 20 mM 2DG 
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Abbildung 8: Proliferationshemmung der Ovarialkarzinomzelllinien EFO-21 und NIH:OVCAR-3 

Behandelt wurde über 96h mit unterschiedlichen Einzeldosen  AN-152, unterschiedlichen Einzeldosen Glykolyseinhibitor  

2-Deoxyglukose (2DG) und  jeweils entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium). Die antiproliferati-

ve Wirkung wurde mittels alamarBlue Assay im Multidetection Reader ermittelt. a,  p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 0 M 2DG;  

b, p < 0,05 vs. 10
-9

 M AN-152 / 0 M 2DG; c, p < 0,05 vs. 10
-7

 M AN-152 / 0 M 2DG; d, p < 0,05 vs. 10
-5

 M AN-152 / 0 M 2DG; 

e, p < 0,05 vs.  0 M AN-152 / 5 mM 2DG; f, p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 10 mM 2DG; g, p < 0,05 vs. 0 M AN-152 / 20 mM 2DG 
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Bei allen vier Zelllinien zeigte sich sowohl beim Glykolyseinhibitor 2DG als auch bei dem Hyb-

ridwirkstoff AN-152 eine dosisabhängige Proliferationshemmung. 2-Deoxy-D-Glukose 

hemmte in Konzentrationen ab 5 mM signifikant das Wachstum aller vier Zelllinien. AN-152 

zeigte bei der Zelllinie AN3-CA einen signifikant höher antiproliferativen Effekt ab 10-9 M und 

bei den übrigen drei Zelllinien ab 10-7 M.  

Die  Kombination aus beiden Substanzen hemmte das Wachstum aller Zelllinien stärker als 

die Einzelsubstanzen. Bei den Zelllinien AN3-CA und EFO-21 ergaben sich signifikant geringe-

re Zellzahlen bei der Kombination aus AN-152 10-9 M und 2-Deoxy-D-Glukose (5 mM, 

10 mM, 20 mM) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit AN-152 10-9 M und bei Kombination 

aus AN-152 10-7 M und 2-Deoxy-D-Glukose (5 mM, 10 mM, 20 mM) im Vergleich zur Einzel-

behandlung mit AN-152 10-7 M. Bei den Zelllinien HEC-1-A und NIH:OVCAR-3 zeigten alle 

Kombinationen aus AN-152 und 2-Deoxy-D-Glukose eine signifikant höhere Proliferations-

hemmung im Vergleich zur jeweiligen Einzelkonzentration mit AN-152. Bezogen auf 2-Deoxy-

D-Glukose zeigte die Kombination aus 2DG und AN-152 - im Vergleich zur alleinigen Behand-

lung mit 2DG - bei den Zelllinien AN3-CA, HEC-1-A und NIH:OVCAR-3 ab einer AN-152-

Konzentration von 10-7 M und bei EFO-21 ab 10-5 M eine signifikant höhere Proliferations-

hemmung. Die Signifikanzen sind in Tabelle 8 ausführlich dargestellt.  

Tabelle 8: Statistische Auswertung des Proliferationsassays bei Behandlung mit AN-152 und 2DG 

One-way ANOVA mit Newman-Keuls AN-3CA HEC-1-A EFO-21 NIH:OVCAR-3 

0 M AN-152:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

10
-9

  M AN-152:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05  
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 

10
-7

  M AN-152:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,01  
p > 0,05 
p > 0,05  
p < 0,05 
p > 0,05 
p < 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,01 
p > 0,05  
p < 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,05  
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 

10
-5

  M AN-152:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,001  
p > 0,05 
p > 0,05 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,01 
p > 0,05 
p > 0,05 
p < 0,05 
p > 0,05 
p < 0,05 
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3.2.2 2-Deoxy-D-Glukose und GnRH-II-Antagonist 

Mittels alamarBlue® Assay wurde untersucht, welche Wirkung der Glykolyseinhibitor 2-

Deoxy-D-Glukose und der GnRH-II-Antagonist Ant-3 einzeln und in Kombination auf das 

Wachstumsverhalten der Karzinomzelllinien haben. 

Nach Aussäen der Zelllinien AN3-CA, HEC-1-A, EFO-21 und NIH:OVCAR:3 in Hungermedium 

erfolgte eine Inkubation über 96 h mit ansteigenden Konzentrationen 2-Deoxy-D-Glukose 

(5 mM, 10 mM, 20 mM), ansteigenden Konzentrationen Ant-3 (10-9 M, 10-7 M, 10-5 M) und 

mit den unterschiedlichen Kombinationen aus beiden. Als Kontrolle diente eine Inkubation 

mit Hungermedium. Die Viabilität wurde mittels alamarBlue® Assay bestimmt (vgl. Kapitel 

2.2.5). Die Versuche wurden als Triplikate in drei unabhängigen Experimenten und in drei 

AN-152:  
10

-5
 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

10
-5

 M AN-152 vs. 10
-9

 M AN-152 
10

-5
 M AN-152 vs. 10

-7
 M AN-152 

10
-7

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 
10

-7
 M AN-152 vs. 10

-9
 M AN-152 

10
-9

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

0 M 2DG:  
10

-5
 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

10
-5

 M AN-152 vs. 10
-9

 M AN-152 
10

-5
 M AN-152 vs. 10

-7
 M AN-152 

10
-7

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 
10

-7
 M AN-152 vs. 10

-9
 M AN-152 

10
-9

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

5 mM 2DG:  
10

-5
 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

10
-5

 M AN-152 vs. 10
-9

 M AN-152 
10

-5
 M AN-152 vs. 10

-7
 M AN-152 

10
-7

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 
10

-7
 M AN-152 vs. 10

-9
 M AN-152 

10
-9

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

10 mM 2DG:  
10

-5
 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

10
-5

 M AN-152 vs. 10
-9

 M AN-152 
10

-5
 M AN-152 vs. 10

-7
 M AN-152 

10
-7

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 
10

-7
 M AN-152 vs. 10

-9
 M AN-152 

10
-9

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,01 
p < 0,01 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

20 mM 2DG:  
10

-5
 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

10
-5

 M AN-152 vs. 10
-9

 M AN-152 
10

-5
 M AN-152 vs. 10

-7
 M AN-152 

10
-7

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 
10

-7
 M AN-152 vs. 10

-9
 M AN-152 

10
-9

 M AN-152 vs. 0 M AN-152 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,01 
p < 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p > 0,05 
p < 0,05 

2DG:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
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verschiedenen Passagen wiederholt. Abbildung 9 und Abbildung 10 stellen den Einfluss der 

Substanzen auf das Proliferationsverhalten der Zellen graphisch dar.  

 

 

 

Abbildung 9: Proliferationshemmung der Endometriumkarzinomzelllinien AN-3CA und HEC-1-A 

Behandelt wurde über 96h mit unterschiedlichen Einzeldosen  Ant-3, unterschiedlichen Einzeldosen Glykolyseinhibitor  

2-Deoxyglukose (2DG) und  jeweils entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium). Die antiproliferati-

ve Wirkung wurde mittels alamarBlue Assay im Multidetection Reader ermittelt. a, p < 0,05 vs.  0 M Ant-3 / 0 M 2DG; 

b, p < 0,05 vs. 10
 -9

 M Ant-3 / 0 M 2DG; c, p < 0,05 vs. 10
-7

 M Ant-3 / 0 M 2DG; d, p < 0,05 vs. 10
-5

 M Ant-3 / 0 M 2DG 
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Abbildung 10: Proliferationshemmung der Endometriumkarzinomzelllinien EFO-21 und NIH:OVCAR-3 

Behandelt wurde über 96h mit unterschiedlichen Einzeldosen  Ant-3, unterschiedlichen Einzeldosen Glykolyseinhibitor  

2-Deoxyglukose (2DG) und  jeweils entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium). Die antiproliferati-

ve Wirkung wurde mittels alamarBlue Assay im Multidetection Reader ermittelt. a, p < 0,05 vs.  0 M Ant-3 / 0 M 2DG; 

b, p < 0,05 vs. 10
 -9

 M Ant-3 / 0 M 2DG; c, p < 0,05 vs. 10
-7

 M Ant-3 / 0 M 2DG; d, p < 0,05 vs. 10
-5

 M Ant-3 / 0 M 2DG; 

e, p < 0,05 vs. 0 M Ant-3 / 5 mM 2DG; f, p < 0,05 vs. 0 M Ant-3 / 10 mM 2DG 
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Die Versuche zeigten eine dosisabhängige Proliferationshemmung der vier Zelllinien unter 

Behandlung mit 2-Deoxy-D-Glukose. Der GnRH-II-Antagonist Ant-3 hatte bei der Endomet-

riumkarzinomzelllinie HEC-1-A in der Konzentration von 10-5 M eine antiproliferative Wir-

kung. In den Zelllinien AN3-CA, EFO-21 und NIH:OVCAR-3 zeigte sich keine signifikante 

Hemmung des Zellwachstums.  

Bei den vier Zelllinien zeigten alle Kombinationen aus GnRH-II-Antagonist und 2-Deoxy-D-

Glukose eine signifikant höhere Proliferationshemmung im Vergleich zur jeweiligen Einzel-

konzentration des GnRH-II-Antagonisten. Die Kombination aus 2-Deoxy-D-Glukose mit 

10 mM und GnRH-II-Antagonist mit 10-7 M hemmte bei der Ovarialkarzinomzelllinie 

NIH:OVCAR-3 das Zellwachstum signifikant stärker als  2-Deoxy-D-Glukose allein. Tabelle 9 

zeigt ausführliche statistische Auswertung.  

Tabelle 9: Statistische Auswertung des Proliferationsassays bei Behandlung mit Ant-3 und 2DG 

 

One-way ANOVA mit Newman-Keuls AN-3CA HEC-1-A EFO-21 NIH:OVCAR-3 

0 M Ant-3:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p > 0,051 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

10
-9

 M Ant-3:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,01  
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 

 

p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

10
-7

 M Ant-3:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,01  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,05 

10
-5

 M Ant-3:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,05  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,05 
p > 0,05 
p < 0,001  
p > 0,05 
p < 0,001 

Ant-3:  
10

-5
 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

10
-5

 M Ant-3 vs. 10
-9

 M Ant-3 
10

-5
 M Ant-3 vs. 10

-7
 M Ant-3 

10
-7

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 
10

-7
 M Ant-3 vs. 10

-9
 M Ant-3 

10
-9

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,01  
p < 0,01 
p < 0,01   
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 
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3.3 Untersuchung der Apoptoseinduktion 

3.3.1 TUNEL Assay 

Um zu überprüfen, ob die beobachtete Viabilitätsminderung der behandelten Zelllinien 

durch Apoptose bedingt ist, wurde ein TUNEL Assay durchgeführt. Mit dem DeadEndTM Fluo-

rometric TUNEL System können apoptotische Zellen von nicht-apoptotischen Zellen durch 

Fluoreszin-12-dUTP-Markierung unterschieden werden (vgl. Kapitel 2.2.6.2, S.19). 

Hierfür wurden die Endometriumkarzinomzellen HEC-1-A ausgesät. Nach 24 h erfolgte die 

Stimulation mit 2-Deoxy-D-Glukose (2DG) und AN-152 wie in Tabelle 10 dargestellt. Nach 

einer Inkubation von 48 h wurde das DeadEndTM Fluorometric TUNEL System nach Angaben 

des Herstellers verwendet und anschließend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmik-

roskop untersucht.  

0 M 2DG:  
10

-5
 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

10
-5

 M Ant-3 vs. 10
-9

 M Ant-3 
10

-5
 M Ant-3 vs. 10

-7
 M Ant-3 

10
-7

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 
10

-7
 M Ant-3 vs. 10

-9
 M Ant-3  

10
-9

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p < 0,01  
p < 0,01 
p < 0,01   
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

5 mM 2DG:  
10

-5
 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

10
-5

 M Ant-3 vs. 10
-9

 M Ant-3 
10

-5
 M Ant-3 vs. 10

-7
 M Ant-3 

10
-7

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 
10

-7
 M Ant-3 vs. 10

-9
 M Ant-3  

10
-9

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

10 mM 2DG:  
10

-5
 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

10
-5

 M Ant-3 vs. 10
-9

 M Ant-3 
10

-5
 M Ant-3 vs. 10

-7
 M Ant-3 

10
-7

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 
10

-7
 M Ant-3 vs. 10

-9
 M Ant-3  

10
-9

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

20 mM 2DG:  
10

-5
 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

10
-5

 M Ant-3 vs. 10
-9

 M Ant-3 
10

-5
 M Ant-3 vs. 10

-7
 M Ant-3 

10
-7

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 
10

-7
 M Ant-3 vs. 10

-9
 M Ant-3  

10
-9

 M Ant-3 vs. 0 M Ant-3 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05  
p > 0,05 
p > 0,05 
p > 0,05 

2DG:  
20 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
20 mM 2DG vs. 10 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 
10 mM 2DG vs. 5 mM 2DG 
5 mM 2DG vs. 0 mM 2DG 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001  
p < 0,001 
p < 0,01 
p < 0,001 

 
p < 0,001 
p < 0,001 
p > 0,05 
p < 0,001 
p < 0,001 
p < 0,001 
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Tabelle 10: Inkubationsansatz 2DG und AN-152 (Kontrolle: MEM-Medium)  

Versuchsansatz 1 2 3 4 

2-Deoxy-D-glukose 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 
AN-152 0 M 0 M 10

-7
 M 10

-7
 M 

 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt. Unter Einzelexposition und unter Kombina-

tionsbehandlung konnten überwiegend grün fluoreszierende, apoptotische Zellen beobach-

tet werden. In der Kontrolle zeigten sich dagegen rot fluoreszierende vitale Zellen. 

 

 

Abbildung 11: TUNEL Assay zum Nachweis apoptotischer Zellen 

Nach einer Inkubation über 48 h wurde der TUNEL Assay nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Medium-Kontrolle (C) 

zeigt keine apoptotischen Zellkerne. In den mit Versuchsubstanzen behandelten Zellen finden sich überwiegend grün fluo-

reszierende apoptotische Zellkerne. A: Negativkontrolle; B: Positivkontrolle; C: Medium-Kontrolle; D: 2DG; E: AN-152; 

F: 2DG + AN-152 
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3.3.2 JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay 

3.3.2.1 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 

Um herauszufinden, auf welchem Mechanismus die Viabilitätsminderung der Zelllinien durch 

2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 beruht, wurden die Zelllinien hinsichtlich der Apoptosein-

duktion untersucht. Zusätzlich wurde untersucht, wie sich die Kombination aus beiden Ver-

suchssubstanzen bezüglich der Apoptoseinduktion auswirkt. Hierzu wurde der JC-1 Mito-

chondrial Membrane Potential Detection Assay durchgeführt, mit dem die Frühapoptose 

durch Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nachgewiesen werden kann (vgl. 

Kapitel 2.2.6). 

Die Zelllinien AN3-CA, HEC-1-A, EFO-21 und NIH:OVCAR:3 wurden in Hungermedium für 

48 h, wie in Tabelle 11 dargestellt, inkubiert und anschließend der Verlust des mitochondria-

len Membranpotentials gemessen. In Abbildung 12 und Abbildung 13 sind die Ergebnisse der 

gemessenen Triplikate zusammengestellt. Diese wurden in mindestens drei unabhängigen 

Versuchen und in mindestens drei verschiedenen Passagen erhoben. 

Tabelle 11: Versuchsansätze 2DG und AN-152 (Inkubation mit Hungermedium als Kontrolle in 1) 

Versuchsansatz 1 2 3 4 5 6 

2-Deoxy-D-glukose 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 
AN-152 0 M 0 M 10

-9
 M 10

-9
 M 10

-7
 M 10

-7
 M 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass der Glykolyseinhibitor 2DG bei allen Zelllinien - mit Ausnahme 

von AN3-CA - zu einer signifikanten Apoptoseinduktion führte und auch der Hybridwirkstoff 

AN-152 in einer Konzentration von 10 -7 M in allen vier Zelllinien Apoptose induzierte.  

Es zeigte sich ebenfalls, dass die Kombination aus beiden Substanzen zu einer signifikanten 

Apoptoseinduktion bei allen Zelllinien führt. Die Kombination aus 10 mM 2DG und 10 -7 M 

AN-152 ergab, verglichen mit der alleinigen 2-Deoxy-D-glukose-Behandlung in den Zelllinien 

AN3-CA, HEC-1-A und NIH:OVCAR-3 eine signifikant höhere Apoptoseinduktion. Bei den 

Kombinationsbehandlungen (2DG mit 10 mM und AN-152 mit 10-9 bzw. 10-7 M) zeigte sich 

im Vergleich zur Einzelbehandlung mit AN-152 (10-9 bzw. 10-7 M) in den Zelllinien AN3-CA, 

HEC-1-A und NIH:OVCAR-3 ein signifikant stärkerer apoptoseinduzierender Effekt.  
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Abbildung 12: Apoptoseinduktion in den Endometriumkarzinomzelllinien AN-3CA und HEC-1-A 

Behandelt wurde über 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen  AN-152, dem Glykolyseinhibitor  2-Deoxyglukose (2DG) 

in der Konzentration 10mM und mit entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium).  Die Bestimmung 

des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte mittels JC-1 Mitochondrial Detection Kit im Multidetection Reader. 

a) p < 0,001 vs. Kontrolle; b) p < 0,001 vs. 2DG 10 mM; c) p < 0,001 vs. AN-152 10
-9 

M; d) p< 0,001 vs. AN-152 10
-7 

M 
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Abbildung 13: Apoptoseinduktion in den Ovarialkarzinomzelllinien EFO-21 und NIH:OVCAR-3 

Behandelt wurde über 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen  AN-152, dem Glykolyseinhibitor  2-Deoxyglukose (2DG) 

in der Konzentration 10mM und mit entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium).  Die Bestimmung 

des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte mittels JC-1 Mitochondrial Detection Kit im Multidetection Reader. 

a) p < 0,001 vs. Kontrolle; b) p < 0,001 vs. 2DG 10 mM; c) p < 0,001 vs. AN-152 10
-9 

M; d) p< 0,001 vs. AN-152 10
-7 

M 
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3.3.2.2 2-Deoxy-D-Glukose und GnRH-II-Antagonist 

Mit Hilfe des JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay (vgl. Kapitel 2.2.6), 

wurde überprüft, ob der viabilitätsmindernde Effekt auf die Karzinomzellen durch Induktion 

von Apoptose zustande kommt. Zusätzlich wurde die Kombination des Glykolyseinhibitors 

2DG und des GnRH-II-Antagonisten Ant-3 auf ihre apoptoseinduzierende Wirkung unter-

sucht.  

Die Zelllinien AN3-CA, HEC-1-A, EFO-21 und NIH:OVCAR:3 wurden in Hungermedium ausge-

sät. In Tabelle 12 sind die Versuchsansätze gezeigt. Nach einer Inkubation von 48 h wurde 

die frühe Apoptose durch den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nachgewie-

sen und die Ergebnisse als Balkendiagramm in Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt. 

Die Versuche wurden als Triplikate gemessen, in mindestens drei unabhängigen Experimen-

ten und in mindestens drei verschiedenen Passagen wiederholt. 

Tabelle 12: Versuchsansätze 2DG und Ant-3 (Inkubation mit Hungermedium als Kontrolle in 1) 

Versuchsansatz 1 2 3 4 5 6 

2-Deoxy-D-glukose 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 
Ant-3 0 M 0 M 10

-9
 M 10

-9
 M 10

-7
 M 10

-7
 M 

 

Es zeigt sich, dass eine Behandlung mit 2DG bei allen Zelllinien zu einer im Vergleich zur Kon-

trolle signifikant höheren Apoptoseinduktion führte. Der GnRH-II-Antagonist zeigte in der 

Konzentration von 10-7 M ebenfalls einen signifikant höher apoptoseinduzierenden Effekt in 

allen Zelllinien und bei der Zelllinie NIH:OVCAR-3 schon ab 10-9 M. 

Die Kombination aus 2DG und Ant-3 in der Konzentration 10-7 M führte im Vergleich zu bei-

den Einzelbehandlungen bei den Zelllinien HEC-1-A und NIH:OVCAR-3 zu signifikant mehr 

apoptotischen Zellen. 
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Abbildung 14: Apoptoseinduktion in den Endometriumkarzinomzelllinien AN-3CA und HEC-1-A 

Behandelt wurde über 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen Ant-3, dem Glykolyseinhibitor  2-Deoxyglukose (2DG) in 

der Konzentration 10mM und mit entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium).  Die Bestimmung 

des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte mittels JC-1 Mitochondrial Detection Kit im Multidetection Reader. 

a) p < 0,001 vs. Kontrolle; b) p < 0,001 vs. 2DG 10 mM; c) p < 0,001 vs. Ant-3 10
-9

 M; d) p< 0,001 vs. Ant-3 10
-7 

M 



Ergebnisse                                                                                                                                               39 

 

Abbildung 15: Apoptoseinduktion in den Ovarialkarzinomzelllinien EFO-21 und NIH:OVCAR-3 

Behandelt wurde über 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen  Ant-3, dem Glykolyseinhibitor  2-Deoxyglukose (2DG) in 

der Konzentration 10mM und mit entsprechenden Kombinationen (Kontrolle MEM-Zellkulturmedium).  Die Bestimmung 

des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte mittels JC-1 Mitochondrial Detection Kit im Multidetection Reader. 

a) p < 0,001 vs. Kontrolle; b) p < 0,001 vs. 2DG 10 mM; c) p < 0,001 vs. Ant-3 10
-9

 M; d) p< 0,001 vs. Ant-3 10
-7

 M 
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3.4 Überprüfung des Mechanismus 

3.4.1 Western-Blot unter Behandlung mit 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 

Um den apoptoseinduzierenden Mechanismus sowohl von den Einzelsubstanzen 2-Deoxy-D-

Glukose und AN-152 als auch von deren Kombination zu überprüfen, wurde die aktive 

Caspase-3 mittels Western-Blot analysiert.  

Hierzu wurde stellvertretend für die Endometriumkarzinome die Zelllinie HEC-1-A und für die 

Ovarialkarzinome die Zelllinie NIH:OVCAR-3 ausgewählt und, wie in Tabelle 13 dargestellt, 

für 72 h inkubiert. Es folgte eine Lyse der Zellen und eine gelelektrophoretische Auftrennung 

(vgl. Kapitel 2.3.3) mit anschließendem Western-Blot und Immundetektion (vgl. Kapitel 2.3.4 

und 2.3.5) unter Verwendung eines spezifischen Antikörpers für die aktive Caspase-3. Als 

Proteinkontrolle diente ein Aktinabgleich.  

Tabelle 13: Western-Blot-Versuchsansätze: 2DG und AN-152 (Inkubation mit Hungermedium als Kontrolle in 1) 

Versuchsansatz 1 2 3 4 

2-Deoxy-D-glukose 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 
AN-152 0 M 0 M 10

-7
 M 10

-7
 M 

 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt. Bei beiden Zelllinien konnte die Analyse eine 

Aktivierung der Caspase-3 unter Behandlung mit 2DG und AN-152 bestätigen. Die Kombina-

tionsbehandlung zeigte dabei in beiden Zelllinien eine verstärkte Caspase-3-Aktivierung. 

 

 

Abbildung 16: Western-Blot-Analyse der Caspase-3-Aktivität  

Die Zelllinien NIH:OVCAR-3 und HEC-1-A wurden für 72 h mit 10 mM 2-Deoxy-D-Glukose, 10
-7

 M AN-152 und der Kombina-

tion aus beiden inkubiert. Die anschließende Detektion erfolgte mittels Western-Blot. Für beide Zelllinien konnte eine 

Caspase-3-Aktivität bei Behandlung mit 2DG oder AN-152 nachgewiesen werden. Die Kombinationsbehandlung zeigte in 

beiden Zelllinien eine höhere Caspase-3-Aktivität als die Exposition der Einzelsubstanzen. 
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3.4.2 Western-Blot unter Behandlung mit 2-Deoxy-D-Glukose und GnRH-II-Antagonist 

Mittels Western-Blot wurde, um den Mechanismus der Apoptoseinduktion durch 2-Deoxy-D-

glukose und dem GnRH-II-Antagonisten Ant-3 zu überprüfen, die Caspase-3-Aktivierung in 

den behandelten Zellen analysiert. 

Die Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1-A und die Ovarialkarzinomzelllinie NIH:OVCAR-3 

wurden dafür mit den beiden Versuchssubstanzen für 72 h, wie in Tabelle 14 dargestellt, 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 

Kapitel 2.3.3). Es folgte ein Western-Blot und eine Immundetektion (vgl. Kapitel 2.3.4 und 

2.3.5) der aktivierten Caspase-3 sowie von Aktin zur Proteinkontrolle. Abbildung 17 zeigt die 

Ergebnisse. 

Tabelle 14: Western-Blot-Versuchsansätze: 2DG und Ant-3 (Inkubation mit Hungermedium als Kontrolle in 1) 

Versuchsansatz 1 2 3 4 

2-Deoxy-D-glukose 0 mM 10 mM 0 mM 10 mM 
Ant-3 0 M 0 M 10

-7
 M 10

-7
 M 

 

Bei der Zelllinie NIH:OVCAR-3 kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einer Aktivierung der 

Caspase-3 unter Behandlung mit 2DG und Ant-3. Dies konnte für die Zelllinie HEC-1-A nicht 

bestätigt werden. Die Kombinationsbehandlung zeigte für beide Zelllinien im Vergleich zu 

den Einzeldosen keine verstärkte Caspase-3-Aktivierung.  

 

 

Abbildung 17: Western-Blot-Analyse der Caspase-3-Aktivität  

Die Zelllinien NIH:OVCAR-3 und HEC-1-A wurden für 72 h mit 10 mM 2-Deoxy-D-Glukose, 10
-7

 M AN-152 und der Kombina-

tion aus beiden inkubiert. Die anschließende Detektion erfolgte mittels Western-Blot. Eine erhöhte Caspase-3-Aktiviät 

konnte für die behandelten Ovarialkarzinomzelllinien NIH:OVCAR-3 festgestellt werden.  

 

 

 

 

 



Diskussion                                                                                                                                               42 

4 Diskussion 

Therapeutische Selektivität ist einer der wichtigsten Gesichtspunkte in der Chemotherapie 

von Karzinomen. Um eine gezielte Schädigung des Tumorgewebes zu erreichen - ohne dabei 

gesunde Zellen anzugreifen - und um Nebenwirkungen zu reduzieren, ist es wichtig, die bio-

logischen Unterschiede zwischen normalen Zellen und Tumorzellen zu berücksichtigen. Eine 

Veränderung in malignen Zellen ist die erhöhte Glukoseaufnahme und die Glykolysesteige-

rung zur Gewinnung von ATP (WARBURG 1930). Die gesteigerte Glykolyse der Tumorzellen 

stellt somit einen Angriffspunkt für eine selektive Therapie von Karzinomen dar.  

Es konnte gezeigt werden, dass es durch gezielte Inhibierung der Glykolyse zum Zelltod ent-

arteter Zellen kommt. Ein wirksamer Glykolyseinhibitor ist das Glukoseanalogon 2-Deoxy-D-

Glukose (2DG), das anstelle von Glukose in die Zellen aufgenommen wird und dort nicht wei-

ter verstoffwechselt werden kann. 2DG wird intensiv zur Tumortherapie erforscht. Es konnte 

gezeigt werden, dass 2DG in verschiedenen Tumorentitäten zum Zelltod der malignen Zellen 

führt (AFT ET AL. 2002, BELL ET AL. 1998 sowie LEE ET AL. 1997). Eine weitere Möglichkeit zur se-

lektiven Therapie von Karzinomen stellt die rezeptorvermittelte Therapie („receptor targe-

ted therapy“) dar. Um selektiv Tumoren des Reproduktionstraktes zu erreichen, bieten sich 

GnRH-Analoga an, da nur Zellen der Hypophyse und des Reproduktionstraktes GnRH-

Rezeptoren an ihrer Oberfläche besitzen und die Tumorzellen dieser Entitäten den GnRH-

Rezeptor in einer höheren Dichte exprimieren als die nicht entarteten Zellen (REUBI 2003). 

Eine sich hieraus ergebende therapeutische Möglichkeit ist der von SCHALLY ET AL. (1999) ent-

wickelt Hybridwirkstoff AN-152. Hierbei ist das Chemotherapeutikum Doxorubicin kovalent 

an eine Seitenkette des GnRH-I-Agonisten [D-Lys6]GnRH gekoppelt und gelangt dadurch nur 

in Zellen, die den GnRH-I-Rezeptor exprimieren. AN-152 wirkt sowohl in vitro als auch in vivo 

apoptoseinduzierend (GRÜNDKER ET AL. 2002c sowie NAGY ET AL. 2005).  

Man nimmt an, dass neben dem GnRH-I-Rezeptor-System mit dem GnRH-II-Rezeptor noch 

ein weiteres System existiert (GRÜNDKER ET AL. 2004). Es stellt eine weitere Option zur rezep-

torvermittelten Tumortherapie dar. Für GnRH-II-Antagonisten konnte gezeigt werden, dass 

sie in humanen Endometrium- und Ovarialkarzinomen in vitro und in vivo Apoptose induzie-

ren (FISTER ET AL. 2007). Die GnRH-II-Antagonisten wirken dabei auch über den GnRH-I-

Rezeptor (FISTER ET AL. 2009). Ein innovativer Ansatz, um verschiedene Angriffspunkte nutzen 

zu können und um mögliche Nebenwirkungen zu reduzieren, ist die Kombinationstherapie. 

Sie kommt bei vielen soliden und nicht-soliden Tumoren zum Einsatz (MAYER 2009 sowie 

MCKELVEY ET AL. 1976).  

In der vorliegenden Arbeit sollte nun ermittelt werden, ob die Kombinationstherapie aus 

Glykolyseinhibition und rezeptorvermittelter Therapie an humanen Endometrium- und Ova-

rialkarzinomen zu einer therapeutisch effektiveren Wirksamkeit führt, als dies für die Einzel-
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substanzen zutrifft. Damit wäre auch eine Dosisreduktion der einzelnen Wirksubstanzen bei 

kombinierter Therapie möglich. 

 

4.1 GnRH-Rezeptor-Expression  

Zunächst galt es zu überprüfen, ob die Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien die 

GnRH-Rezeptoren exprimieren, um eine Wirkung der GnRH-Analoga zu gewährleisten. Es ist 

bekannt, dass 80 % der Endometrium- und Ovarialkarzinome den GnRH-I-Rezeptor an ihrer 

Oberfläche besitzen (EMONS ET AL. 1989, IMAI ET AL. 1994 sowie SRKALOVIC ET AL. 1990). Die Ex-

pression des GnRH-II-Rezeptors in humanen Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien 

konnte ebenfalls von GRÜNDKER ET AL. 2002b nachgewiesen werden. 

Mittels Western-Blot-Analysen konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass die vier unter-

suchten Tumorentitäten sowohl den GnRH-I-Rezeptor als auch den GnRH-II-Rezeptor expri-

mieren (vgl. Abbildung 6, S. 24). Somit konnte eine Analyse der Wirkung der GnRH-Analoga 

in Kombination mit dem Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose folgen. 

 

4.2 Antiproliferative und zytostatische Effektivität der Kombinationsbehandlung 

in vitro 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung der Kombinationsbehandlung bestehend aus Gly-

kolyseinhibition mit 2-Deoxy-D-Glukose (2DG) und rezeptorvermittelter Therapie mit AN-152 

oder GnRH-II-Antagonist auf Endometrium- und Ovarialkarzinome in vitro zu untersuchen.  

Zunächst wurde mittels Proliferationsassay der Effekt der Einzelsubstanzen und ihrer Kombi-

nation auf die Viabilität der Karzinomzelllinien untersucht (vgl. Kapitel 3.2.1, S. 24 und 3.2.2, 

S. 28). Es zeigte sich, dass bei allen Zelllinien der verschiedenen Karzinomentitäten eine signi-

fikant dosisabhängige Viabilitätsminderung sowohl durch den Glykolyseinhibitor 2DG als 

auch durch den Hybridwirkstoff AN-152 erreicht werden konnte. Die Daten dieser Arbeit 

zeigen ebenfalls, dass 2DG in Kombination mit AN-152 zu signifikant höheren antiprolofera-

tiven Effekten führte als in Einzelinkubation. Bei der Kombination aus 2DG in der Konzentra-

tion von 5 mM und AN-152 in der Konzentration von 10-7 M konnte das Zellwachstum bei 

allen vier Zelllinien um mindestens 50 % reduziert werden. Eine signifikant höhere Prolifera-

tionshemmung von 2DG in Kombination mit dem GnRH-II-Antagonisten konnte in der Ovari-

alkarzinomzelllinie NIH:OVCAR-3 erreicht werden. WESTPHALEN ET AL. (2000) zeigten, dass AN-

152 in Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien eine proliferationshemmende Wirkung 

besitzt. Für 2-Deoxy-D-Glukose konnten ZHANG XD ET AL. (2006) für verschiedene Tumorzellli-

nien, unter anderem auch für das Ovarialkarzinom, einen antiproliferativen Effekt nachwei-

sen. Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit für 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 decken 
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sich in dieser Hinsicht somit mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Zudem konnte nun 

gezeigt werden, dass die Kombination aus Glykolyseinhibition und AN-152 eine additive an-

tiproliferative Wirkung auf die hier verwendeten Karzinomzelllinien besitzt. Bei der Zelllinie 

NIH:OVCAR-3 fand sich ebenfalls ein additiver Effekt bei der Kombination von 2DG und Ant-3 

(vgl. Abbildung 7 bis Abbildung 10). 

Zur Klärung der Frage, ob die beobachtete Viabilitätsminderung durch Induktion von Apop-

tose bedingt ist, wurde zunächst ein TUNEL Assay an der Endometriumkarzinomzelllinie 

HEC-1-A durchgeführt (vgl. Kapitel 3.3.1, S. 32). Dabei konnte qualitativ gezeigt werden, dass 

die Substanzen 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 sowie deren Kombination in den Zellen 

Apoptose induzieren (vgl. Abbildung 11, S. 33). Für den GnRH-II-Antagonisten ließ sich die 

Apoptose nicht qualitativ nachweisen. Anschließend folgte die quantitative Analyse mittels 

JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection Assay, womit die frühe Apoptose durch 

den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nachgewiesen werden kann (vgl. Kapi-

tel 2.2.6). Die in Kapitel 3.3.2.1 (S. 34) und 3.3.2.2 (S. 37) dargestellten Ergebnisse konnten 

zeigen, dass die Behandlung mit 2-Deoxy-D-Glukose bei Endometrium- und Ovarialkarzinom-

zelllinien Apoptose induziert (vgl. Abbildung 12 bis Abbildung 15). Des Weiteren zeigten die-

se Daten, dass auch der Hybridwirkstoff AN-152 eine apoptoseinduzierende Wirkung auf die 

Karzinomzelllinien besitzt (vgl. Abbildung 12 und Abbildung 13) und der GnRH-II-Antagonist 

Ant-3 ebenfalls in allen vier Zelllinien Apoptose auslöst (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 15). 

Die Erkenntnisse zur zytostatischen Effektivität aller drei Versuchssubstanzen befinden sich 

in Übereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zu soliden Tumoren. AFT ET 

AL. (2002) zeigten bei in-vitro-Untersuchungen von Brustkrebszellen einen apoptoseinduzie-

renden Effekt für 2-Deoxy-D-Glukose bei einer Konzentration von 16 mM. ZHANG XD ET AL. 

(2006) beobachteten, dass der antiproliferative Effekt von 2DG je nach Zelllinie in unter-

schiedlich starkem Ausmaß und mit oder ohne Apoptose einhergehen kann. Für den Hyb-

ridwirkstoff AN-152 bestätigten GÜNTHERT ET AL. (2004b) die Apoptoseinduktion bei Endomet-

rium- und Ovarialkarzinomzelllinien. Die Induktion von Apoptose durch GnRH-II-

Antagonisten konnte von FISTER ET AL. (2007) in beiden Karzinomentitäten nachgewiesen 

werden.  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Kombinationsbehandlung 

der Zelllinien mit den Substanzen 2-Deoxy-D-Glukose und AN-152 die Apoptoserate der Tu-

morzellen signifikant höher war als bei Behandlung mit den jeweiligen Einzelsubstanzen. Für 

die Kombinationsbehandlung mit Ant-3 konnte dieser Effekt für die zwei Zelllinien HEC-1-A 

und NIH:OVCAR-3 nachgewiesen werden.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die Kombinationsbehandlung aus Glykoly-

seinhibition mit 2-Deoxy-D-Glukose und rezeptorvermittelter Therapie mit dem Hybridwirk-

stoff AN-152 eine additive viabilitätsmindernde und antiproliferative Wirkung auf Endomet-
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rium- und Ovarialkarzinomzelllinien erzielt werden konnte. Auch die Kombination des Glyko-

lyseinhibitors mit dem GnRH-II-Antagonisten konnte in einer Zelllinie einen additiven viabili-

tätsmindernden und antiproliferativen Effekt bewirken. Die vorliegende Arbeit kommt damit 

zu dem Ergebnis, dass durch die Inhibition der Glykolyse die zytostatische Wirkung der 

GnRH-Analoga auf Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien signifikant erhöht werden 

konnte. 

Die Erkenntnisse einer verstärkenden zytostatischen Wirkung von 2-Deoxy-D-Glukose konn-

te auch in anderen Arbeiten bestätigt werden. Bei der Kombination 2-Deoxy-D-Glukose mit 

Cisplatin wurde eine erhöhte Zytotoxizität in vitro bei humanen Kopf- und Halstumoren beo-

bachtet (SIMONS ET AL. 2007). In Brustkrebszellen verstärkte 2-Deoxy-D-Glukose den zytostati-

schen Effekt von Doxorubicin (ZHANG F & AFT 2009).  

 

4.3 Molekulare Wirkung der Kombinationsbehandlung 

Eine weitere Frage dieser Arbeit war die Überprüfung des molekularen Wirkmechanismus 

der Kombinationsbehandlung bestehend aus Glykolyseinhibition mit 2-Deoxy-D-Glukose 

(2DG) und rezeptorvermittelter Therapie mit AN-152 oder GnRH-II-Antagonist (Ant-3). Die 

von anderen Arbeitsgruppen belegte zentrale Bedeutung der Caspase-3-Aktivierung in der 

Apoptoseinduktion aller drei Versuchssubstanzen (AFT ET AL. 2002, FISTER ET AL. 2007 sowie 

KIDD ET AL. 2008) legte es nahe, die Aktivierung der Caspase-3 auch unter Kombinationsbe-

handlung zu überprüfen (vgl. Kapitel 3.4.1, S. 40 und 3.4.2, S. 41).  

Eine Aktivierung der Caspase-3 unter Exposition der Einzelsubstanzen 2DG und AN-152 

konnte mittels Western-Blot für die Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien bestätigt 

werden. Unter Exposition mit Ant-3 ergab sich eine Caspase-3-Aktivierung für die Ovarialkar-

zinomzelllinie NIH:OVCAR-3. Die vorliegenden Daten (vgl. Abbildung 16 und Abbildung 17) 

ließen für die Kombinationsbehandlung aus 2DG und AN-152 eine höhere Aktivität von 

Caspase-3 beobachten als es bei den Einzelexpositionen der Fall war. Dies war bei der Kom-

bination aus 2DG und Ant-3 nicht zu beobachten. Eine Aktivierung der Caspase-3 führt über 

die mitochondriale Signalkaskade zur Apoptose und zu einer konsekutiven DNA-

Fragmentierung im Nukleus (LAKHANI ET AL. 2006). Es konnte somit bestätigt werden, dass die 

drei Wirksubstanzen über den durch die Mitochondrien vermittelten intrinsischen Weg 

Apoptose induzieren. In der vorliegenden Arbeit wurde zudem gezeigt, dass durch die Kom-

bination 2DG und AN-152 eine vermehrte Induktion der Caspase-3-Aktivität erreicht werden 

konnte.  

Die erhobenen Daten dieser Arbeit lassen im Zusammenhang mit den Erkenntnissen zur 

Funktion und Bedeutung der Caspase-3 den Schluss zu, dass die zytostatische Wirkung der 

Kombinationsbehandlung aus Glykolyseinhibition mit 2-Deoxy-D-Glukose und rezeptorver-
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mittelter Therapie mit dem Hybridwirkstoff AN-152 durch eine vermehrte Aktivierung des 

intrinsischen Apoptosewegs vermittelt wird.   

 

4.4 Ausblick auf die Möglichkeiten der klinischen Anwendung 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass die Behandlung der Endometrium- und 

Ovarialkarzinome mit beiden Substanzen, dem Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose und 

dem Hybridwirkstoff AN-152, in vitro zu einer signifikant höheren zytostatischen Wirkung 

führte als die Behandlung mit nur einer der beiden Substanzen. Sowohl die Wirkung an sich 

als auch der Wirkmechanismus über den intrinsischen Apoptoseweg konnte einheitlich für 

die untersuchten Tumorentitäten bestätigt werden. Die Kombinationsbehandlung aus Glyko-

lyseinhibition mit 2DG und dem GnRH-II-Antagonisten Ant-3 zeigte zwar für die Apoptosein-

duktion einen additiven Effekt, dieser führte aber in den Viabilitätsuntersuchungen zu keiner 

signifikant verstärkenden antiproliferativen Wirkung. Hier wirkte der Glykolyseinhibitor in 

Einzelexposition stark proliferationshemmend und der GnRH-II-Antagonist konnte diese Wir-

kung nicht erhöhen. Man kann somit vermuten, dass der antiproliferative Effekt des GnRH-II-

Antagonisten in vitro zu schwach ist und dadurch keine signifikant additive Wirkung in der 

Kombinationsbehandlung mit dem stark antiproliferativ wirkenden Glykolyseinhibitor 2DG 

zu erzielen ist. 

Die Glykolyseinhibition zur Kombinationsbehandlung ist ein rationaler Therapieansatz, der 

für die Behandlung solider Tumoren in Kombination mit Radiotherapie bereits klinisch er-

probt wird (SINGH ET AL. 2005). 2-Deoxy-D-Glukose als Glykolyseinhibitor stellt für die Kombi-

nationstherapie eine attraktive Option dar. 2DG wirkt vor allem im Tumorgewebe, da dort 

eine erhöhte Glykolyse durch die malignen Zellen stattfindet. Ferner kann es durch seine 

zytostatische und antiproliferative Wirkung zu einer Verstärkung des apoptotischen Effektes 

anderer Zytostatika beitragen. Eine erhöhte Apoptoserate konnte in chemotherapieresisten-

ten Ovarialkarzinomzellen bei einer kombinierten Gabe mit Rapamycin (Sirolimus) bereits 

beobachtet werden (LOAR ET AL. 2010).  

Der zytostatische Effekt von AN-152 ist vor allem durch seine Wirksubstanz Doxorubicin und 

durch seine zielgerichtete Wirkweise ein attraktiver Partner für die Kombinationstherapie 

mit der Glykolyseinhibition. Es ließ sich schon für andere solide Tumore gezeigt werden, dass 

durch 2-Deoxy-D-Glukose die zytostatische Wirkung von Doxorubicin verstärkt werden kann 

(MASCHEK ET AL. 2004 sowie ZHANG F & AFT 2009). Durch seine rezeptorvermittelte Aufnahme 

wirkt AN-152 nur in Zellen, die den GnRH-I-Rezeptor exprimieren und trägt somit auch zu 

einer selektiven Tumortherapie bei, was zu einer Reduktion von Nebenwirkungen im Ver-

gleich zu reinem Doxorubicin führt (GRÜNDKER ET AL. 2002c).  
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Eine zielgerichtete Therapie aus Glykolyseinhibition und dem an einen GnRH-I-Agonisten 

gekoppelten Chemotherapeutikum Doxorubicin kann sich als effektive Strategie in der Be-

handlung von vor allem inoperablen, chemotherapieresistenten oder rezidivierenden Endo-

metrium- und Ovarialkarzinomen herausstellen. Die Kombination aus Glykolyseinhibition mit 

2DG und rezeptorvermittelter Therapie mit AN-152 sollte vor diesem Hintergrund und bei 

der in dieser Arbeit in vitro dargestellten signifikanten Wirkungsverbesserung an Endomet-

rium- und Ovarialkarzinomen als sinnvolle Option für die aktuelle Therapie präklinisch in vivo 

evaluiert werden sollte.  

Für den GnRH-II-Antagonisten wurde bereits eine apoptoseinduzierende Wirkung über den 

intrinsischen Signalweg mit Aktivierung der Caspase-3 nachgewiesen. Auch in vivo zeigte sich 

eine starke antitumorale Wirkung (FISTER ET AL. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte nun 

ein additiver apoptoseinduzierender Effekt des GnRH-II-Antagonisten in Kombination mit 

Glykolyseinhibition in vitro nachgewiesen werden. Dieser fiel nicht so stark aus wie bei der 

Kombination von AN-152 und Glykolyseinhibition. Ein Grund dafür ist, dass es sich bei der 

Behandlung mit GnRH-II-Antagonisten um eine endokrine Therapie handelt und AN-152 - 

aufgrund des enthaltenen Chemotherapeutikums Doxorubicin - eine stärkere zytostatische 

Potenz besitzt. Die starke zytostatische Wirkung von Doxorubicin geht trotz der Selektivität 

durch rezeptorvermittelte Aufnahme mit mehr Nebenwirkungen einher als eine nebenwir-

kungsarme endokrine Therapie mit GnRH-II-Antagonisten. Zudem könnte durch Modifizie-

rung der Aminosäurestruktur des GnRH-II-Antagonisten eine stärkere antiproliferative Wir-

kung erreicht werden. Auch für den GnRH-II-Antagonisten in Kombination mit Glykolyseinhi-

bition ist deshalb eine präklinische Evaluation in vivo zu diskutieren.   

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Glykolyseinhibition zur Kombinations-

therapie sowohl mit GnRH-I-Analoga als auch mit GnRH-II-Analoga in vitro als wirksam er-

weist. Um den klinischen Nutzen für die onkologische Therapie umfassend zu eruieren, sind 

daher auch weitere Experimente zur präklinischen Evaluation in vivo sinnvoll. 
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5 Zusammenfassung 

Der Großteil der Patientinnen mit gynäkologischen Karzinomen kann heute durch eine Ope-

ration von der Erkrankung geheilt werden. Für Patientinnen mit inoperablen, chemothera-

pieresistenten oder rezidivierenden Karzinomen werden jedoch noch Therapieoptionen mit 

kurativem Potential gesucht. Eine gesteigerte Glykolyse zur Energiegewinnung wurde als 

entscheidend für das Überleben von Tumorzellen beschrieben und stellt somit einen selekti-

ven Angriffspunkt in der onkologischen Therapie dar. Einen weiteren Angriffspunkt zur ziel-

gerichteten Behandlung gynäkologischer Karzinome stellen GnRH-Rezeptoren dar, die im 

Wesentlichen nur von Zellen des Reproduktionstraktes exprimiert werden. In dieser Arbeit 

wurde deshalb die zytostatische Wirkung des Glykolyseinhibitors 2-Deoxy-D-Glukose in 

Kombination mit dem zytostatischen GnRH-I-Analogon AN-152 und einem GnRH-II-

Antagonisten umfassend in vitro analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Kombinati-

onsbehandlung die Viabilität signifikant stärker reduzierte als die Einzelbehandlung. Die be-

obachtete Viabilitätsminderung kam dabei durch Apoptoseinduktion zustande, was im 

TUNEL Assay gezeigt werden konnte. Auch für die Apoptoseinduktion ergab sich bei Kombi-

nationsbehandlung ein signifikant stärkerer Effekt als bei Einzelbehandlung. Die zytostati-

sche Wirkung wurde dabei durch Aktivierung des intrinsischen mitochondrialen Apoptose-

wegs vermittelt. Der additive Effekt konnte bei der Effektor-Caspase-3 bestätigt werden. Die 

beiden GnRH-Analoga unterschieden sich in der Viabilitätsminderung und Apoptoseindukti-

on in ihrer Potenz. Das mit dem Zytostatikum Doxorubicin gekoppelte GnRH-I-Analogon AN-

152 bewirkte dabei einen höheren additiven Effekt als der rein endokrin wirkende GnRH-II-

Antagonist. Die zentrale Bedeutung der Glykolyse in malignen Geweben und die umfangrei-

chen Erfahrungen mit GnRH-Analoga bei gynäkologischen Karzinomen machen eine Kombi-

nationsbehandlung aus beiden Komponenten, Glykolyseinhibitor und GnRH-Analogon, mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit zu einer rationalen Ergänzung der onkologischen Therapie 

fortgeschrittener Endometrium- und Ovarialkarzinome, die es in weiteren in-vitro- sowie 

in-vivo-Untersuchungen zu überprüfen gilt. 
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7 Veröffentlichung 

 

In Vorbereitung: 

Reutter M, Emons G, Gründker C: Inhibition of glycolysis enhances antitumor efficacy of cy-

totoxic LHRH analog AESZ-108 (AN-152). 
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