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1 Einleitung

11 Das Kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Mit 1,9 Millionen Neuerkrankungen und 935.000 Todesfillen jihrlich zdhlt das kolorektale
Karzinom (KRK) weltweit zur dritthdufigsten diagnostizierten Krebserkrankung und zur
zweithdufigsten Krebstodesursache (Sung et al. 2021). Unterschiede in der Inzidenz finden
sich vor allem in Abhingigkeit von der sozio-6konomischen Entwicklung eines Landes. In
wirtschaftlich entwickelten Regionen, die von einem westlichen Lebensstil gepragt sind, tre-
ten KRK im Vergleich zu weniger stark entwickelten Regionen haufiger auf (Arnold et al.
2017). Die Zahl der Neuerkrankungen lag 2013 in Deutschland bei 34.000 Minnern und
28.500 Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei beiden Geschlechtern in der 6. und 7.
Lebensdekade (Robert Koch-Institut 2016). Weltweit wird bis zum Jahr 2030 ein Anstieg der
Erkrankungsfille pro Jahr auf 2,2 Millionen erwartet (Arnold et al. 2017).

1.1.2 Risikofaktoren

Beeinflusst wird die Entstehung des KRK durch ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren
und der genetischen Pradisposition eines Menschen. Zu den Risikofaktoren zihlen der Kon-
sum von Alkohol, Zigaretten und rotem Fleisch (Boffetta und Hashibe 2006; Liang et al.
2009; Chan et al. 2011). Weiterhin wird ein erhéhter Body-Mass-Index infolge von Uberge-
wicht durch fettreiche Nahrung mit einem gesteigerten Erkrankungsrisiko assoziiert (Ma et
al. 2013). Zudem sind Menschen, die an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung
leiden, pridisponiert ein KRK zu entwickeln (Ekbom et al. 1990). Dem gegentiber wurde
gezeigt, dass korperliche Aktivitit und eine ballaststoffreiche Erndhrung negativ mit einem
KRK assoziiert sind und daher priventiv wirksam zu sein scheinen (Thune und Lund 1996;

Fuchs et al. 1999).

1.1.3 Pathogenese

Pathogenetisch werden sporadische von hereditiren KRK abgegrenzt. Ausgehend von der
normalen Darmmukosa entwickelt sich das sporadische KRK durch eine heterogene An-

sammlung genetischer Mutationen und Verinderungen epigenetischer



Regulationsmechanismen. Histologische und molekulare Verinderungen im Kolon- und
Rektumgewebe, die zur Karzinomentstehung fithren, wurden durch die Adenom-Karzinom-
Sequenz beschrieben (Vogelstein et al. 1988). Die Adenom-Karzinom-Sequenz verdeutlicht
den mehrstufigen Prozess der Bildung von invasiven Adenokarzinomen aus benignen Ade-
nomen. Je nach histologischem Wachstumsmuster werden tubulire, villos-tubulire und vil-
l6se Adenome unterschieden. Villése Adenome besitzen das héchste Risiko in ein invasives
Adenokarzinom zu entarten (Seidensticker und Schmiegel 1998). Der Ubergang in ein inva-
sives Karzinom benétigt mehrere Jahre bis Jahrzehnte. Die dabei stattfindenden genetischen
Verinderungen sind gekennzeichnet durch eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
(z. B.: APC oder TP53) und einer Aktivierung von Onkogenen (z. B.: KRAS). Zudem sind
in 80 % der Fille strukturelle oder numerische Verinderungen des diploiden Chromosomen-
satzes, welche als Chromosomeninstabilitit bezeichnet werden, nachweisbar (Fearon und
Vogelstein 1990). Beim KRK werden hereditire Formen gegentiber familidren Haufungen
abgegrenzt. Hereditire Formen kénnen durch molekulargenetische Tests nachgewiesen wet-
den. Bekannte Tumorsyndrome sind das hereditire nicht-Polyposis-assoziierte kolorektale
Karzinom (HNPCC) und die familidre adenomatose Polyposis (FAP). Beide Tumorsyn-
drome werden durch Keimbahnmutationen charakterisiert. Die haufigste erblich bedingte
Darmkrebsform ist das HNPCC. Gekennzeichnet wird diese durch Mutationen in Desoxy-
ribonukleinsdure(DNA)-Missmatch Reparaturgenen (z. B.: MSH2/6 oder MILHT). Auf-
grund der fehlerhaften DNA-Reparatur kann im Tumorgewebe eine genetische Instabilitit
(Mikrosatelliteninstabilitit) nachgewiesen werden (Al-Taie et al. 2001). Mutationen im .4PC-
Gen sind charakteristisch fiir die FAP. Dies fuhrt zur Bildung von mehreren Hundert kleinen

adenomatdsen Polypen im gesamten Kolon (Rustgi 2007).

1.1.4 Klassifikation kolorektaler Karzinome

Unter dem Krankheitsbild KRK werden maligne Neoplasien des Kolons und Rektums zu-
sammengefasst. Gemessen durch ein starres Rektoskop werden diese anhand ihrer Héhen-
lokalisation unterschieden. Beim Rektumkarzinom befindet sich der aborale Tumorrand
16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt (Fielding et al. 1991). Abhingig von der
Hohenlokalisation des Rektumkarzinoms werden diese dem unteren, mittleren und oberen
Rektumdrittel zugeordnet. Das Rektumkarzinom bildet 30 — 40 % aller KRK (Jemal et al.
2009). Das Staging von malignen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes erfolgt durch das
TNM-Klassifikationssystem (Tbl. 1). Anhand der anatomischen Ausdehnung und des Ver-
haltens des Primartumors (T), dem Befall der regionalen Lymphknoten (N) und dem Vor-

handensein von Fernmetastasen (M) werden KRK klassifiziert.



Gemil} der TNM-Kriterien werden verschiedene Stadiengruppen (Tbl. 2) durch die Union

Internationale Contre le Cancer (UICC) zusammengefasst.

Tbl. 1 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (Wittekind 2017)

T — Tumorausdehnung

TO0 Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ (CIS)

T1 Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propria

T3 Infiltration der Subserosa

T4a Infiltration des viszeralen Peritoneums
T4b Infiltration andere Organe / Strukturen

N - regionirer Lymphknotenbefall

NO Keine regioniren Lymphknotenmetastasen
N1 13 regionire Lymphknotenmetastasen

Nila 1 regionire Lymphknotenmetastase

Nib 2-3 regionire Lymphknotenmetastasen

Nic Tumorknétchen im Fettgewebe der Subserosa
N2 2 4 regionire Lymphknotenmetastasen

N2a 4-6 regionire Lymphknotenmetastasen

N2b 2 7 regionire Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasierung
Mo Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen
Mila Metastase(n) auf ein Organ beschrankt

Milb Metastasen in mehr als einem Organ

Mic Metastasen im Peritoneum

Tbl. 2 UICC-Stadiengruppierung des kolorektalen Karzinoms (Wittekind 2017)

Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1, T2 NO MO
Stadium IT A T3 NO MO
Stadium II B T4a NO MO
Stadium II C T4b NO MO
Stadium IIT A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stadium IIT B T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stadium IIT C T4a N2a MO
T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IV A Jedes T Jedes N Mla
Stadium IV B Jedes T Jedes N M1b

Stadium IV C Jedes T Jedes N Mlc



Tbl. 3 Grading des kolorektalen Karzinoms (Wittekind 2017)
G1 Gut differenziert G3 Schlecht differenziert
G2 MiBig differenziert G4 Nicht differenziert

Das Grading berticksichtig die histologische Differenzierung des Tumorgewebes und gibt
Riickschliisse auf die Malignitit und Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors. Es werden vier

Differenzierungsstufen bei Adenokarzinomen des Rektums unterschieden (Thl. 3).

Low-grade Tumoren (G1 und G2) haben unabhingig vom TNM-Status eine glinstigere
Prognose als high-grade (G3 und G4) Tumoren (Edge 2010).

1.1.5 Stadienadaptierte Therapie des Rektumkarzinoms

Die Einteilung von Patient*innen in UICC Stadiengruppen bestimmt die Wahl der Behand-
lungsmodalititen und die Planung der Therapieabfolge. Bei Patient*innen im Stadium I be-
trigt die 5-Jahres-Gesamtiberlebenszeit bis zu 95 %. Diese sinkt bei Patient*innen im Sta-

dium IV auf unter 15 % (Bray et al. 2018).

1.1.5.1 Lokal begrenzte Rektumkarzinome (UICC-I-Stadien)

Bei low-risk Rektumkarzinomen (T1 und G1/2) ist die alleinige transanale endoskopische
Mikrochirurgie mit Vollwandexzision als therapeutische Ma3nahme ausreichend (Sgourakis
et al. 2011). Die Standardprozedur bei high-risk Rektumkatrzinomen (T1 und G3/4) bildet
die transabdominelle Resektion mit totaler mesorektaler Exzision und damit Entfernung des
regiondren Lymphabflussgebietes (Heald und Karanjia 1992). Eine priaoperative Therapie

wird fir Patient*innen in UICC-I-Stadien nicht empfohlen (van Gijn et al. 2011).

1.1.5.2 Lokal fortgeschrittene Rektumkarzinome (UICC-1I/-11I-Stadien)

Die Primirtherapie bei Patient*innen im Stadium II/I1I richtet sich nach der Hohenlokali-
sation des Tumors. Karzinome im oberen Rektumdrittel werden primar operativ versorgt
(Geotgiou et al. 2009). Liegen die Tumoren im mittleren oder unteren Rektumdrittel erfolgt
unter definierten Umstinden ebenfalls eine primire Resektion. Dies ist der Fall, wenn T1-
und T2-Tumoren in der Bildgebung eine mégliche Lymphknotenbeteiligung aufweisen bzw.
T3-Tumoren im mittleren Rektumdrittel, mit geringer Infiltration in das perirektale Fettge-
webe (< 1 — 5 mm), keinen Verdacht auf Lymphknotenmetastasen im MRT aufzeigen (Tay-
lor et al. 2011). Werden diese genannten Kriterien nicht erfillt, wird eine prioperative Radi-
ochemotherapie (RCT) empfohlen. Dadurch wird die Resektabilitit von gro3en Tumoren
verbessert und die Anzahl SchlieBmuskel-erhaltender Operationen erhéht (Sauer et al. 2012).

In Verbindung mit einer anschlieBenden tiefen anterioren Rektumresektion unter Mitnahme



des Mesorektums wird eine Senkung des Lokalrezidivrisikos nach 5 Jahren auf 6 % erreicht
(Sauer et al. 2012). Die neoadjuvante RCT umfasst eine Kombinationsbehandlung aus kon-
ventionell-fraktionierter Radiotherapie (RT) mit der Gabe von Chemotherapieregimen be-
stehend aus den Flourupyrimidinen 5-Fluorouracil (5FU) oder Capecitabin. Die RT setzt
sich aus Einzeldosen von 1,8 — 2,0 Gy zusammen, welche bis zu einer Gesamtdosis von 45
— 50,4 Gy kumuliert werden. Der Abstand zur anschlieBenden operativen Versorgung sollte
6 bis 8 Wochen betragen (Brenner et al. 2014). Das Ansprechen von Patient*innen mit fort-
geschrittenem Rektumkarzinom auf die neoadjuvante RCT ist interindividuell unterschied-
lich. Subgruppen von Patient*innen kénnen trotz anfinglicher Regression des Tumors eine
Resistenz gegentiber der Therapie entwickeln (Ladanyimurray et al. 2001). Dabei korreliert
das Ausmal3 der Regression des Tumors mit dem langfristigen klinischen Ergebnis (Rodel et

al. 2005; Fokas et al. 2017).

1.2 Strahlenbiologie und Hypoxie-bedingte Strahlentherapieresistenz

Gemeinsam mit der chirurgischen Behandlung und der Gabe von Chemotherapeutika zihlt
die Strahlentherapie zu den wichtigsten Modalitdten in der Therapie von malignen Tumorer-
krankungen. Im Rahmen einer Krebserkrankung erhalten ca. 50 % aller Patient*innen eine
Radiotherapie (Delaney et al. 2005). Schitzungen zufolge trigt die RT etwa zu 40 % zu einer
kurativen Behandlung bei (Barnett et al. 2009). Die Wirkung der RT beruht auf dem Effekt
ionisierender Strahlen, die vom Gewebe absorbiert werden und dabei zwei verschiedene Me-
chanismen ausldsen. Zum einem wird die zellulire DNA direkt geschidigt und zum anderen
entstehen durch Wechselwirkungen mit intrazelluliren Molekiilen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) in Form von Hydroxylradikalen (Baskar et al. 2012). Die Anzahl ROS ist sauerstoff-
abhingig. Beide Mechanismen, die direkte und indirekte Strahlenwirkung, fihren zu einer
Schidigung der zelluliren DNA, zum Beispiel in Form von Doppelstrangbriichen (DSB). In
Abhingigkeit von Sauerstoftfverfiigbarkeit konnen entstandene DNA-Schiden repariert wer-
den. Unter sauerstoffreichen Bedingungen werden DNA-Schiden fest fixiert. Wohingegen
bei Sauerstoffmangel die Schiden repariert werden kénnen (Bertout et al. 2008). Die durch
Strahlung verursachten Zellschiden verhindern die Teilung und Proliferation von Zellen.
Dies fuhrt letztendlich zum Zelltod (Jackson und Bartek 2009). Abhingig von der Zellzyk-
lusphase sind Zellen unterschiedlich stark empfindlich gegentiber Strahlung. Die stirkste
Strahlenempfindlichkeit weisen Zellen wihrend der Mitose- und G»-Phase auf (Sinclair und

Morton 19606; Sinclair 1968).
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Indirekte Strahlenwirkung

Abb. 1 Effekt der direkten und indirekten Strahlenwirkung nach (Hall und Giaccia 2012).

Trotz einer Behandlung des fortgeschrittenen Rektumkarzinoms nach aktuellen Erkenntnis-
sen und mittels modernster Bestrahlungsgerite zeigt sich ein weites Spektrum von Ansprech-
raten der Patient*innen. Dies reicht von einer kompletten Regression des Tumors bis hin
zur Ausbildung von Therapieresistenzen und dem Progress der Erkrankung trotz intensiver
Behandlung. Die Ursachen fiir die Ausbildung von Resistenzen gegentiber der Strahlenthe-
rapie sind vielféltig. Ein bekanntes Problem stellt die Hypoxie-bedingte Strahlentherapiere-
sistenz dar (Gray et al. 1953). Dass Sauerstoff von zentraler Bedeutung fiir die Wirkung io-
nisierender Strahlen ist, wurde bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts durch Holthusen nach-
gewiesen (Holthusen 1921). Es wird davon ausgegangen, dass die Strahlenempfindlichkeit
von Zellen unter sauerstoffreichen Bedingungen bis zu drei Mal hoher ist als unter Hypoxie.
Zum einen konnen DNA-Schiden unter Sauerstoffmangel nicht fixiert werden (Bertout et
al. 2008). Zum anderen nimmt unter Hypoxie die Anzahl DNA-schidigender ROS ab (Cash
et al. 2007). Der Sauerstoffgehalt des Tumorgewebes spielt daher eine zentrale Rolle in der
Behandlung von Krebs mittels RT. Vor allem in hypoxischen Regionen finden sich strahlen-
resistente Zellen. Somit weisen solide Tumoren mit einer hohen Oxygenierung ein deutlich
besseres Ansprechen auf Strahlentherapie gegentiber denen, die aus ausgedehnten hypoxi-
schen Arealen aufgebaut sind, auf (Evans und Koch 2003). Kritisch ist, dass vor allem fort-
geschrittene Tumoren groB3e hypoxische Flichen aufzeigen und daher mit einem schlechte-
ren Ansprechen auf RT einhergehen (Vaupel und Mayer 2007). Grundsitzlich begtinstigt
Tumorhypoxie die Entstechung von Strahlentherapieresistenzen und steht in einem Zusam-
menhang mit einer ungiinstigen klinischen Prognose (Ruan et al. 2009). Die Versorgung des
Tumorgewebes mit Sauerstoff wird durch ein strukturell und funktionell abnormales Tu-

morblutgefa3system beeinflusst (Carmeliet und Jain 2011).



1.3  Tumorangiogenese und antiangiogenetische Therapie

Ab einer Grofie von 1 bis 2 mm kénnen Tumoren nicht mehr mit ausreichend Sauerstoff
und Nahrstoffen aus dem umliegenden Gewebe per Diffusion versorgt werden. Sie benoti-
gen eine eigene Gefil3versorgung (Folkman et al. 1963). Durch die verstirkte Produktion
proangiogener Faktoren entkommen Tumorzellen der sauerstoff- und nihrstoffarmen Situ-
ation. Der bekannteste Wachstumsfaktor, der die Tumorangiogenese fordert, ist der vascular
endothelial growth factor (VEGF). VEGF wird von Tumorzellen selbst sezerniert und fordert
die Einsprossung neuer Tumorgefille, die jedoch aufgrund der massiven Stimulation abnor-
male Charakteristika aufweisen (Ferrara 2002). Das Tumorblutgefi3system zeigt wesentliche
Unterschiede gegentiber einem normalen Gefil3system auf (Carmeliet und Jain 2011). Das
Tumorgefillsystem ist sehr chaotisch und heterogen aufgebaut. Die einzelnen Gefil3e ver-
laufen unregelmafBig durch das Tumorgewebe, sie variieren in ihrer Lumengrof3e und im Ge-
faldurchmesser. Teilweise werden Gefil3e vollstindig durch den Tumor komprimiert, so-
dass Areale von der Blutversorgung abgetrennt werden (Nagy et al. 2010). Auch das En-
dothel von Tumorblutgefilen weist charakteristische Unterschiede gegeniiber dem En-
dothel normaler Gefille auf. Die Endothelzellschicht von Tumoren erscheint inhomogen
und permeabel. Tumorendothelzellen (TEZ) sind im Vergleich zu Endothelzellen (EZ) nur
lose untereinander verbunden und weisen eine lickenhafte Anordnung in den Gefil3winden
auf. Weiterhin ist die Anzahl von gefil3stabilisierenden Perizyten in Tumorblutgefil3en er-
niedrigt (Carmeliet und Jain 2011). In Summe induziert die abnormale Gefil3struktur von

Tumoren ein hypoxisches Milieu.

Bisherige Ansitze in der antiangiogenen Therapie gehen zuriick auf die Hypothese von J.
Folkman. Diese besagt, dass die Blockierung der Angiogenese die Tumorprogression vet-
langsame und somit das Uberleben von Patient*innen verlingere (Folkman 1971). Heutzu-
tage sind in der Behandlung von malignen Tumoren antiangiogene Medikamente zugelassen,
die sich gegen VEGF oder seine Rezeptoren richten. Durch die Blockade von VEGF wird
die Blutgefal3dichte in Tumoren reduziert, die Blutversorgung beeintrichtigt und das Tumor-
wachstum verlangsamt. Jedoch betrigt der Uberlebensvorteil von Patient*innen oft nur we-
nige Wochen bis Monate. Eine mégliche Ursache dafiir ist, dass die eingesetzten Wirkstoffe
ein verstirktes hypoxisches Milieu im Tumor verursachen kénnen (Jain 2014). Dies kann den
Progress der Erkrankung férdern sowie die Ausbildung von Therapieresistenzen begiinsti-
gen. Alternative Strategien in der antiangiogenen Therapie beruhen auf der Induktion einer
Tumorblutgefi3normalisierung, engl. zumor vessel normalization (TVN), um eine regelhafte

Durchblutung im Tumorgewebe wiederherzustellen. In Folge der Reorganisation des



Tumorgefillsystem kann die Metastasierungsrate gesenkt und die Effektivitit einer Chemo-
therapie gesteigert werden (Jain 2014). Eine Moglichkeit die Gefil3struktur von Tumoren zu
normalisieren, besteht iiber die Regulation der Endothelzellschicht und der Perizyten. Diese
unterscheiden sich in ihrem Energiemetabolismus gegeniiber EZ normaler Gefille. TEZ
sind durch eine stark erhohte glykolytische Aktivitit gekennzeichnet (Cantelmo et al. 2010).
Als ein indirekter Stimulator der Glykolyse ist 6-Phosphofructo-2-Kinase / Fructose-2,6-
Biphosphatase 3 (PFKFB3) bekannt (Yalcin et al. 2009b). PFKFB3 wird in TEZ vermehrt

exprimiert und ist hemmbar (Cantelmo et al. 2010).

1.4  6-Phosphofructo-2-Kinase / Fructose-2,6-Biphosphatase 3

Die 6-Phosphofructo-2-Kinase / Fructose-2,6-Biphosphatase (PFKFB) ist ein bifunktionel-
les Enzym und katalysiert die Bildung und den Abbau von Fructose-2,6-Bisphosphat (F-2,6-
BP) (van Schaftingen et al. 1987). PFKEB ist ein homodimeres Protein. Es besitzt eine C-
Terminale Bisphosphatase Domine und eine N-Terminale Kinase Domine. Beide Domi-
nen arbeiten unabhingig voneinander (Shi et al. 2017). Dadurch wird die intrazellulire F-2,6-
BP-Konzentration streng reguliert (Okar et al. 2001). Die PFKFB-Familie setzt sich aus vier
Isoformen, PFKFB1 — 4 zusammen. PFKFB3 unterscheidet sich gegentiber anderen Isofor-
men durch eine stark erhohte Kinaseaktivitat (Sakakibara et al. 1997). Mit einem Kinase/Bi-
sphosphatase Aktivititsverhaltnis von 740:1 wird die Bildung von F-2,6-BP verstirkt kataly-
siert. Dies fiithrt zu einer intrazelluliren Zunahme von F-2,6-BP (Rider et al. 2004). Als ein
allosterischer Effektor wirkt F-2,6-BP aktivierend auf die Phosphofructokinasel (PFK1),
den potentesten Stimulator der Glykolyse. Durch die Aktivierung von PFK1 wird Fructose-
6-phosphat (F-6-P) zu Fructose-1,6-bisphosphat phosphoryliert und die Glykolyse angetrie-
ben (Abb. 2) (Van Schaftingen et al 1982). Angepasst an einen erhohten Energiebedarf wei-
sen Tumorzellen metabolische Verinderungen auf. Der Effekt, dass Krebszellen selbst in
Anwesenheit von Sauerstoff eine verstirkte glykolytische Aktivitit besitzen, wurde zum ers-
ten Mal von Otto von Warburg beschrieben und als ,,Warburg-Effekt™ bekannt (Warburg
1956). Als ein Regulator der Glykolyse nimmt PFKFB3 eine wichtige Rolle im Metabolismus
von Krebszellen ein. PFKFB3 wird in Tumorzellen iberexprimiert und férdert das Wachs-
tum, die Proliferation und die Migration von Krebszellen (Atsumi et al. 2002; Han et al.
2016). Weiterhin ist PFKFB3 fiir die Regulation der Angiogenese bekannt. Durch die von
PFKFB3 gesteuerte Glykolyse wird die Proliferation und Migration von EZ reguliert (de
Bock et al. 2013). Vor allem TEZ sind durch einen aktivierten glykolytischen Phinotyp und

einer vermehrten Expression von PFKFB3 gekennzeichnet (Cantelmo et al. 2016). Eine



Strategie zur Normalisierung der Gefal3struktur von Tumoren besteht darin, in den hochre-
gulierten Glukose-Metabolismus von TEZ einzugreifen (Cantelmo et al. 2016). Eine Reduk-
tion des glykolytischen Flusses in TEZ, ohne die Glykolyse direkt zu unterbrechen, ist durch
die Hemmung von PFKFB3 moglich. Neben der grofien Bedeutung von PFKFB3 fiir die
Glykolyse steuert PFKFB3 auch die Homologe Rekombination (HR) wihrend der S- und
G»-Phase des Zellzyklus. Dadurch kénnen DNA-DSB in Folge von Bestrahlung repariert
und Tumorzellen vor Strahlenschiden geschiitzt werden. Durch die Inhibierung der enzyma-
tischen Aktivitit von PFKFB3 und daraus resultierende Blockade der HR kénnen Krebszel-

len gegentiber ionisierender Strahlung sensibilisiert werden (Gustafsson et al. 2018).

A -
G—'ructose-&phosphat) PFKFB3 Gructose-2,6-b|sphospha9
~—

\{me Y,

Gructose-1 ,6—bisphosphaD

Y

Abb. 2 Der Einfluss von PFKFB3 auf die Glykolyse. PFKFB3 katalysiert die Bildung von F-2,6-
BP aus F-6-P. F-2,6-BP stimuliert PFK1 und wirkt somit aktivierend auf die Glykolyse.

1.5 3PO - Inhibition von PFKFB3

3-(3-pyridinyl)-1-4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO) ist ein potenter Inhibitor von PFKFB3.
Durch die selektive Hemmung der Aktivitit von PFKFB3 wird die Glukoseaufnahme in
Zellen vermindert, der glykolytische Fluss reduziert und die intrazellulire Konzentration von
F-2,6-BP gesenkt (Clem et al. 2008). Mit einer relativen Molekiilmasse von 210 zahlt 3PO zu
den niedermolekularen Hemmstoffen. Als ein kompetitiver Inhibitor bindet 3PO intrazellu-
lir die Substratbindungsstelle von PFKFB3. In Konkurrenz mit F-6-P wird auf diesem Weg
die Bildung von F-2,6-BP unterdriickt. Eine Abnahme der Konzentration von F-2,6-BP

wirkt bremsend auf die Aktivitit von PFK1 und fihrt zu einer verminderten Stimulierung
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der Glykolyse. Gleichzeitig wird die intrazellulire Konzentration von Laktat, Adeno-
sintriphosphat (ATP) und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD"/NADH) gesenkt
(Clem et al. 2008). Als wichtige Substanzen fiir den Zellmetabolismus sind diese essenziell
tir Zellteilung und Proliferation. Durch verminderte Konzentrationen dieser Molekiile leitet
sich der Arrest von Zellen in der G>-M-Phase durch 3PO ab (Clem et al. 2008). Krebszellen
und TEZ stellen aufgrund des hochregulierten Glukose-Metabolismus und der vermehrten
Expression von PFKFB3 ein interessantes Ziel fiir eine PFKFB3-Blockade durch 3PO dar.
3PO hat sich bereits in verschiedenen In-vitro-Experimenten als eine zytotoxische Substanz
gegentiber Zellen des hepatozelluliren Karzinoms, Jurkat-Zellen, Blasenkrebszellen und Me-
lanomzellen erwiesen (Clem et al. 2008; Clem et al. 2013; Lea et al. 2015; Kotowski et al.
2020). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Glukose-Metabolismus von Erythrozyten,
bei In-vivo-Gabe von 3PO, nicht beeinflusst wird. Dies muss beachtet werden, da Erythrozy-
ten auf Glukose als Energietriger angewiesen sind (Telang et al. 2012). Conradi et al. be-
schrieben 2017 die Auswirkung einer dosisabhingigen PFKFB3-Blockade durch 3PO auf
Tumorzellen und TEZ in einem Maus-Melanom-Modell 7z vivo (Conradi et al. 2017). Unter
Verwendung einer maximal tolerablen Dosis (70 mg/kg 3PO; Reduktion der Glykolyserate
um 40 %) wurde die Proliferation der Krebszellen gehemmt und das Tumorwachstum ge-
bremst. Das Tumorblutgefif3system wurde zerstort. Das Wachstum von TEZ wurde unter-
driickt und daraus resultierend die Tumorhypoxie verstirkt. Das Gefa3system wurde un-
dichter, wodurch Intravasation und Metastasierung von Krebszellen geférdert wurde (Con-
radi et al. 2017). Dem gegentiber wurde unter Einsatz einer geringen Dosierung (25 mg/kg
3PO; Reduktion der Glykolyserate um 15 — 20 %) eine TVN beobachtet, welche mit einer
Abnahme von Maus-Melanom-Metastasen einherging. Die PFKFB3-Blockade mit einer ge-
ringen Dosis von 3PO fihrte zu einer Stirkung der vaskuliren Barriere. TEZ zeigten eine
glatte, regelmiflige und geordnete Anordnung. Zudem lagerten sich Perizyten in den Tum-
orgefiflwianden dichter aneinander. Diese Veranderungen fihrten aufgrund der verbesserten
intratumoralen Zufuhr der Chemotherapeutika, zu einem gréBeren Therapieerfolg (Can-
telmo et al. 2016; Conradi et al. 2017). Zusammenfassend wird mit einer PEKFB3-Blockade
mittels einer niedrigen Dosierung von 3PO die Permeabilitit des Tumorgefial3systems ver-
andert, die Stabilitit der Tumorgefifle erhoht, die Tumorgefiflumen vergroBert und die
Oxygenierung des Tumorgewebes verbessert (Cantelmo et al. 2016). 3PO ist ein selektiver
Hemmstoff von PFKFB3, wodurch andere Isoformen der PEKFB-Familie nicht beeinflusst
werden. Dies macht 3PO zu einer attraktiven Substanz, um den hoch glykolytischen Meta-

bolismus von Krebszellen sowie TEZ zu drosseln.
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1.6  Mogliche Auswirkungen einer PFKFB3-Blockade auf RT/RCT -

Zielsetzung

Eine Normalisierung von Tumorblutgefi3en kann eine alternative Therapiestrategie in der
Behandlung von malignen Tumoren darstellen. Neben einer Verringerung der Metastasie-
rung wird auch eine erhohte Wirksamkeit von Chemotherapie erwartet (Carmeliet und Jain
2011). Durch die Wiederherstellung funktionstahiger und dichter Gefil3e als Teil eines ho-
mogenen und geordneten Tumorblutgefif3systems kann die Perfusion im gesamten Tumot-
gewebe gesteigert werden. Dem hypoxischem Milieu entgegenwirkend fiihren geordnete und
stabile Gefil3e zu einer erhéhten Oxygenierung des Gewebes. Der Einsatz von 3PO kénnte
unterstiitzend zur RT wirken. Durch eine gesteigerte Bildung von ROS und der besseren
Fixierung von DNA-Schiden konnten Hypoxie-bedingte Strahlentherapieresistenzen verrin-

gert werden.

Diese Arbeit tiberpriift, ob die PKFB3-Blockade mit 3PO zu einer TVN fiithrt und dadurch
die Oxygenierung von Tumorgewebe verbessert wird. Dabei soll die Effektivitit einer RT
bzw. RCT bei eventuell gesteigerter Tumoroxygenierung am Beispiel der Behandlung des
Rektumkarzinoms evaluiert werden. Zunachst wird die konzentrationsabhingige Wirkung
von 3PO auf Zelllinien des KRK anhand von In-vitro-Experimenten untersucht. Im Wesent-
lichen werden dabei die Auswirkungen auf Zellproliferation und Zelltod charakterisiert sowie
Analysen zur Migration und Invasion durchgefiihrt. AnschlieBend wird der Nutzen von 3PO
als Radiosensibilisator wihrend einer RT anhand von Zelllinien des KRK z vitro evaluiert.
Letztendlich erfolgt die Generierung von patient-derived xenograft (PDX) In-vivo-Mausmodellen
des KRK in PrkdcScid-Miusen mit anschlieBender Untersuchung des gefil3normalisieren-

den Effekts von 3PO wahrend einer RT bzw. RCT des Rektumkarzinoms.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1

Tbl. 4 Geriate und Verbrauchsmaterialien

Gerite

Anaesthetic Key Filler

AutoClip System Applikator, 9 mm

AutoClip System Entferner

CONTRAfluran System

Bestrahlungsgerit, RS 225 X-Ray,

Research System

Dampfgarer

Flassigkeits-Absaugsystem BVC Professional

Haarschneider — Wella Contura HS61

Inkubator, Heraeus Function Line

Inkubator C200, Inkubator CO2

Kihlkombination Liebherr CP 3413

Mehrkanalpipette Eppendorf Xplorer

Multipipette plus

Mikroskop Axio Imager

Mikroskop, Leica DM IL

Mikroskopkamera, High-speed Leica EC3

Pipetten, Eppendorf Research pro

Pipetten, Eppendorf Research plus

Getrite und Verbrauchsmaterialien

Firma

UNO BV

Fine Science Tools

Fine Science Tools

ZeoSys

Gulmay Medical Systems,
Xstrahl Ltd.

Braun

Vacuu Brand

Coty Beauty Germany

Thermo Fisher Scientific.

Labotect

Liebherr-International

Eppendorf

Eppendorf

Catl Zeiss

Leica

Leica

Eppendorf

Eppendorf

Herkunft

Zevenaar, Niedetlande

Heidelberg, Deutschland

Heidelberg, Deutschland

Berlin, Deutschland

Camberley, UK

Kronberg, Deutschland

Wertheim, Deutschland

Darmtadt, Deutschland

Waltham, USA

Géttingen, Deutschland

Biberach, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Oberkochen, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland
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Gerite

Pipettierhelfer, Accu-Jet

Prizisionswaage, PL602-S

Prizisionswaage, ED224S

Schlittenmikrotom Microtom HM 430

Sicherheitswerkbank, BDK-S

Sterilbank, Biowizard Xline

Tiefkiihlgerit, VIP Series MDF U74V

Trockenschrank, Heraeus

UNO Gesichtsmaske fur Miuse

UNO Induktionsbox und Abgaseinheit

UNO Vaporisator Sigma Delta — Isofluran

Victor X4 Multilabel-Plattenlesegerit

Vortex-Genie 2 G-560 E

Wirmeplatte Medax 12501

Wirmeschrank

Wasserbad

Wasserbad, Isotemp Model 2333

Wasseraufbereitungssystem, Milli-Q

Zihlkammer, Neubauer improved

Zentrifuge C-12000, Mini

Zentrifuge, Alegra X30R

Vetrbrauchsmaterial

Adhisive Objekttriger Starfrost

Firma

Brand

Mettler-Toledo

Sartorius

MICROM International

BDK Luft- und Reinraum-
technik

Kojair

Sanyo Electric Biomedical

Thermo Fisher Scientific

UNO BV

UNO BV

UNO BV

Perkin Elmer

Scientific Industries

Medax

Memmert

GFL

Fisher Scientific Laboratory

Merck Millipore

Brand

National Labnet

Beckman Coulter

Firma

Engelbrecht Medizin und

Labortechnik

Herkunft

Wertheim, Deutschland

Columbus, USA

Gottingen, Deutschland

Walldotf, Deutschland

Sonnenbiihl-Genkingen,
Deutschland

Vilppula, Finnland

Tokio, Japan

Waltham, USA

Zevenaar, Niederlande

Zevenaar, Niedetlande

Zevenaar, Niedetlande

Waltham, USA

Bohemia, USA

Neumiinster, Deutschland

Schwabach, Deutschland

Burgwedel, Deutschland

Marietta, USA

Billerica, MA, USA

Wertheim, Deutschland

Woodbridge, USA

Brea, USA

Herkunft

Edermiinde, Deutschland
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Vetrbrauchsmaterial

Auslaufpipetten, serologisch

Boyden-Membran

Deckglaser

Einmalkantlen, Sterican, 26G

Einmalspritzen, Injekt-F 1 ml

Insulinspritzen, BD Micro-Fine 0,5 ml

Kyroréhrchen 1,0 ml

Kryordéhrchen 2,0 ml

Mikrotomklingen Feather

Pasteurpipetten, Glas (150 und 230 mm)

Petrischalen, 5cm, steril

Pipettenspitzen, Kombitips plus 0,5 ml

Pipettenspitzen, Tip One (10, 100, 200, 300,
1000, 1250 pl)

Pipettenspitzen, RPT-Filter Tip One

Pipettenspitzen, Tip One, (10, 100, 200, 300,
1000, 1250 ) steril

Platten, 96-Well

Platten, 96-Well, schwarz

Platten 12-Well Cyto One

Platten, 6-Well Cellstar

Reaktionsgefi3 (0,5 und 1,5 ml)

Reaktionsgefil3 (2 und 5 ml)

Rohrchen, (15 und 50 ml)

Firma

STARLAB

Pieper Filter

Gerhard Menzel

B. Braun

B. Braun

Becton Company

Sarstedt

VWR International

Pfm

Th. Geyer

Thermo Scientific

Eppendorf

STARLAB

STARLAB

STARLAB

Corning

Corning

STARLAB

Greiner Bio-One

Sarstedt

STARLAB

Sarstedt

Herkunft

Hamburg, Deutschland

Bad Zwischenahn,
Deutschland

Braunschweig, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Franklin Lakes, USA
Numbrecht, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Koln, Deutschland
Renningen, Deutschland
Waltham, USA

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Croning, USA

Croning, USA

Hamburg, Deutschland

Kremsmiinster, Osterreich

Nimbrecht, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Nimbrecht, Deutschland
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Vetrbrauchsmaterial

Skalpell, Feather Disposable Scalpell

Spritzen, Original-Perfusor (50 ml)

Zellkulturflaschen Cyto One
(75 und 225 cm?)

Zellkultureinsitze, ibidi

Zellkulturschale

Firma

Pfm

B. Braun

STARLAB

ibidi

Sarstedt

2.1.2 Zellkulturreagenzien und Zelllinien

Tbl. 5 Zellkulturreagenzien und Zelllinien

Zellkulturreagenzien
0,25 % Trypsin -EDTA
Anti-Anti

Aqua

Dimethylsulfoxid
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Endopan 300SL Medium
Fetal bovine serum (FBS)
GlutaMAX

Leibovitz’s — .15 Medium
McCoy’s 5A Medium

Natriumchlorid 0,9 %

NutriFreeze D10 Kryokonservierung
Medium

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS),
pH: 7,2

Trypan Blue Solution 0,4 %

Firma

Gibco Life Technologies

Gibco Life Technologies

B. Braun

Sigma-Aldrich

Gibco Life Technologies

Pan Biotech

Biochrom

Gibco Life Technologies

Gibco Life Technologies

Gibco Life Technologies

B. Braun

Biological Industries

Gibco Life Technologies

Sigma-Aldrich

Herkunft

Koln, Deutschland

Melsungen, Deutschland

Hamburg Deutschland

Martinsried, Deutschland

Nimbrecht, Deutschland

Herkunft

Carlsbad, USA

Carlsbad, USA

Melsungen, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Carlsbad, USA

Aidenbach, Deutschland

Berlin, Deutschland

Carlsbad, USA

Carlsbad, USA

Carlsbad, USA

Melsungen, Deutschland

Kibbutz Beit-Haemek,

Israel

Carlsbad, USA

Steinheim, Deutschland
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Zelllinie Medium

McCoy’s + 10% FBS +
HCT-116

1 % Pen/Strep

McCoy’s + 10% FBS +
HT-29

1 % Pen/Strep

L-15 + 10% FBS + 1%
SW-1463

Pen/Strep
HUVEC Endopan 300SL

2.1.3 Reagenzien und Antikérper

Tbl. 6 Reagenzien und Antikorper

Reagenzien

Bovines Serumalbumin (BSA)
Citrat Puffer

Ethanol 99 %

Fosin

Extrazellularmatrix

Formalin 37 %

Himalaun

Hydrogenperoxid 30 %

ProLong Gold Antifade Mountant
Target Retrieval Solution, pH 9

Verdinnungsmedium

Vitro Clud-Eindeckmittel

Wachstumsbedingungen

37 °C Raumluft + 5 % CO,

37 °C Raumluft + 5 % CO,

37 °C Raumluft

37 °C Raumluft + 5 % CO,

Firma

AppliChem

Merck

Chemie Vertrieb
Thermo Fisher Scientific
Merck

AppliChem

Thermo Fisher Scientific
Merck

Thermo Fisher Scientific
Agilent

Ventana Medical Systems

R. Langenbrinck andLabor-
und Medizintechnik

Herkunft

American Type Culture
Collection
(Manassas, USA)

American Type Culture
Collection
(Manassas, USA)

American Type Culture
Collection
(Manassas, USA)

Dr. Argyris Papantonis
(Institut fir Pathologie,
UMG Géttingen)

Herkunft

Darmstadt, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Hannover, Deutschland

Waltham, USA

Darmstadt, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Waltham, USA

Darmstadt, Deutschland

Waltham, USA

Santa Clara, USA

Tuscon, USA

Emmendingen, Deutsch-

land
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Reagenzien

Xylol

Primiarantikérper

BrdU (Rb)

CD31(R¢)

Pimonidazol FITC-MAB
Sekundirantikérper

Donkey anti-Rat H+L Biotin

Envision HRP Labelled Polymer

Anti-Rabbit

Rabbit anti-FITC HRP

Firma
Merck
Verdiinnung
1:500
1:500
1:100
Verdiinnung
1:200
konzentriert
1:100

2.1.4 Therapeutische Substanzen

Tbl. 7 Therapeutische Substanzen

Substanz

Caprieve 50 mg/ml

Isofluran 1 ml/ml

5-Fluorouracil

3PO

Firma

Norbrook Laboratories Limited

CP-Pharma Handelsgesellschaft

Sigma-Aldrich

ChemBridge Corporation

2.1.5 Humane Tumorproben

Tbl. 8 Humane Tumorproben

Tumorprobe

Rektumkarzinom — HROC239

Kolorektales Karzinom — G6 Pt. 23

Herkunft

Herkunft

Darmstadt, Deutschland

Firma

Bio Rad

BD Biosciences

Hydroxiprobe, Inc.

Firma

Thermo Fisher

Agilent

Hydroxyprobe, Inc.

Herkunft

Herkunft

Hercules, USA

Heidelberg,
Deutschland

Burlington, USA

Herkunft

Waltham, USA

Santa Clara, USA

Burlington, USA

Newry, Vereinigtes Konigreich

Burgdorf, Deutschland

Steinheim, Deutschland

San Diego, USA

Universititsmedizin Rostock, Abteilung fiir Molekulare

Onkologie und Immuntherapie

Viszeral- und Kinderchirurgie

Universititsmedizin Gottingen, Klinik fir Allgemein-



18

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkultur

Die Arbeit in der Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerk-
bank. Durch das Einleiten gefilterter Luft wurden verwendete Materialien und Substanzen

vor Kontamination geschiitzt.

2.2.1.1 Auftauen von Zellen

Durch die Erwirmung in einem 37 °C warmen Wasserbad wurden die Zelllinien aufgetaut.
Sobald die Zellsuspension den Aggregatzustand von fest in flissig wechselte, wurde die L6-
sung in ein 15 ml Falcon tbertragen. Durch Zugabe von 10 ml frischen Zellkulturmedium
und anschlieBender Zentrifugation bei 500 G und 4 °C wurden Riickstinde des Einfrierme-
diums entfernt. Das gewonnene Zellpellet wurde in neuen Zellkulturmedium homogenisiert

und in eine neue Zellkulturflasche plattiert.

2.2.1.2 Mediumwechsel

Zellen in Kultur bendtigen zur Differenzierung und Proliferation Nihrstoffe. Diese liefert
das Nahrmedium. Um den Zellen optimale Bedingungen zu liefern, wurde das Nahrmedium
in einem festen Intervall aller drei Tage gewechselt. Dazu wurde zuerst das alte Medium
abgesaugt und danach vorgewirmtes Kulturmedium zur Zellkultur hinzugefiigt. Bei einer
75 mm?* Zellkulturflasche wurden 12 ml altes Medium entfernt und anschlieBend 12 ml fri-

sches Medium hinzugefiigt.

2.2.1.3 Passagierung von Zellen

Sobald der Boden der 75 mm?* Zellkulturflasche zu 80 — 90 % konfluent mit Zellen bedeckt
war, erfolgte die Passagierung der Zellkultur. Nach dem Absaugen des alten Mediums wur-
den die Zellen mit 10 ml phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) gewaschen. Dadurch wurden
tote Zellen entfernt und eventuelle Reste des Kulturmediums verdinnt, wodurch die Akti-
vitit von Trypsin beeinflussbar wire. Nach der Zugabe von 3 ml Trypsin und anschlieSender
10-minitiger Inkubation bei 37 °C und 5 % COx l6sten sich die Zellen aus dem stabilen
Monolayer. Um die weitere enzymatische Aktivitit von Trypsin zu stoppen, wurden 12 ml
des Kulturmediums mit 10 % FBS dazugegeben. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 1 ml neuem Kulturmedium resus-
pendiert. Im Verhiltnis 1:2 bis 1:12, abhingig von der Pelletgréfle, wurden die Zellen ver-

dinnt und in ein neues Kulturgefal3 ausplattiert.
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2.2.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung einer Zellkultur wurden die Zellen trypsiniert und bei 500 G fur funf
Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 700 pl Cell-Freezing-Medium re-
suspendiert und in ein Kryorohrchen gegeben. Die Zellen wurden kontinuierlich mit -1 °C

pro Minute in einer Einfrierbox bis auf -80 °C abgekiihlt.

2.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der exakten Zellzahl fiir Experimente wurde mittels einer Neubauer-Zihl-
kammer durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert, der Uberstand ab-
gesaugt und 1 ml neues Medium hinzugefiigt. AnschlieBend wurden 10 ul Trypanblau mit
10 pl homogenisierter Zellsuspension in ein Mikroreaktionsgefd3 tiberfihrt. Bei Raumtem-
peratur wurde dies fiir zwei Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden 10 ul des Ansatzes in
eine Neubaueur-Zihlkammer pipettiert. Unter einem Lichtmikroskop wurden die farblosen,

vitalen Zellen in vier Quadranten gezihlt. Anhand der Formel

Anzahl gezihlter Zellen

Zellzahl/ml = x 10.000 x Verdinnungsfaktor

Anzahl gezihlter Quadranten

wurde die Anzahl der Zellen in Suspension bestimmt.

2.2.1.6 Zelllinien

Verwendete Zelllinien wurden mit 12 ml Medium in einer 75 mm?* Zellkulturflasche bei
37 °C ohne CO; (SW-1463) bzw. 5 % CO, (HCT-116 und HT-29) in einem Inkubator kul-
tiviert. Neben den kolorektalen Tumorzelllinien HCT-116 und HT-29 sowie der Rektum-
zelllinie SW-1463 wurden aus Nabelschnurvenen isolierte Endothelzellen (buman umbilical vein

endothelial cells,; HUVEC) verwendet. Fir die Experimente wurden Zellen zwischen den Passa-

gen 5—12 (HCT-116, HT-29 und SW-1463) und den Passagen 3 — 7 (HUVEC) eingesetzt.

2.2.1.7 Sterilisation von Material

Um Material steril zu halten und vor Mikroorganismen zu schitzen, wurde dies bei 121 °C
feuchter Hitze und 10° Pascal fiir mindestens 20 Minuten autoklaviert. Die Hei3luftsterilisa-

tion von Priparationsbesteck erfolgte bei 180 °C fiir 3 h.

2.2.1.8 Filtration von Flissigkeiten

Die Filtration von Losungen wurde durch einen 0,22 um grof3en Sterilfilter durchgefihrt.
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2.2.2 Methoden zur Charakterisierung des Effekts von 3PO auf kolorektale
Krebszelllinien HCT-116, HT-29, SW-1463 sowie HUVEC in vitro

2.2.2.1 xCELLigence

22211  Allgemeines Funktionsprinzip

Durch Messung der Impedanz stellt die xCELLigence-Software eine Methode dar, um Zell-
Proliferation, -Adhision, -Morphologie und -Tod in Echtzeit zu messen und zu analysieren
(Xing et al. 2005). Am Boden der 16 Well Platten befinden sich Mikrogoldelektroden. Durch
diese flieB3t ein elektrischer Strom wihrend der Messung. In definierten Zeitintervallen misst
die xCELLigence-Software die Verinderungen des Wechselstromwiderstands zwischen den
mit Gold beschichteten Elektroden. Dabei wird die Impedanz der Elektroden durch die bi-
ologischen Eigenschaften der Zellen beeinflusst. Veranderungen der Zellgrof3e, Zellanzahl
und Zelladhision fihren zu Verinderungen der Impedanz. Der Zellstatus wird als Zellindex
angegeben. Um Auswirkungen verschiedener Konzentrationen von 3PO auf Verinderungen

des Zellstatus zu untersuchen, wurde der xCELLigence-Assay verwendet.

2.2.2.1.2  Bestandteile des Systems

Bestandteil des xCELLigence-Systems ist die Rea/ Time Cell Analysis (RTCA) Plattenstation,
die sich in einem Inkubator befindet. Diese Analyseeinheit ist mit einem Computer aullerhalb
des Inkubators, mit installierter xCELLigence-RTCA-Software, verbunden. Auf die Platten-
station werden die 16 Well Platten eingesetzt. Uber die mit Gold beschichteten Sensorelekt-

roden am Boden des Wells erfolgt die Messung der Impedanz.

2.2.2.1.3  Durchfithrung

Auf die goldbeschichtete 16 Well Platten wurden 100 pl vorgewarmtes Medium pro Well
pipettiert. AnschlieSend wurden 100 ul Zellsuspension mit 10.000 Zellen in jedes Well plat-
tiert. Um wihrend des Versuchs eine feuchte Kammer zu gewihtleisten, wurde in die Well-
zwischenrdume PBS hinzugeftgt. Jedes Well wurde vorsichtig pipettiert und das gesamte
Volumen von 200 ul wurde nicht tberschritten. AnschlieBend wurden die Platten in der
RTCA Plattenstation angebracht und eingelesen. In der xCELLigence-Software wurden
eventuelle Fehler behoben und die verschiedenen Konditionen festgelegt. Nach einer zwei-
stiindigen Aquilibrierungsphase im Inkubator folgte die Zugabe von 10 ul des PFKFB3-In-
hibitors 3PO. Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen von 3PO (10 uM, 25 uM und
50 uM) verwendet. Nach erneutem Einlesen in die RTCA Station wurde die Messung gestar-
tet. Diese erfolgte iiber einen Zeitraum von 96 h und beinhaltete 1153 Messungen in einer

Frequenz von fiinf Minuten. Wihrend des Messvorgangs wurde die Platte bei 37 °C und 5 %
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CO; inkubiert. Nach 48 Stunden erfolgte die erneute Zugabe des Inhibitors. Nach 96 h
stoppte die Messung automatisch. Die Daten wurden durch die xCELLigence-Software ana-

lysiert. Zur graphischen Darstellung wurde der Zellindex im zeitlichen Verlauf angegeben.

2.2.2.2. Koloniebildungstest

2.2.2.2.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Um das Klonierungsverhalten von kolorektalen Krebszellen HCT-116, HT-29 und SW-1463
unter dem Einfluss von 3PO in Kombination mit Bestrahlung zu untersuchen, wurde ein
Koloniebildungstest durchgeftihrt. Aus einer einzelnen Zelle entstehen durch mitotische Tei-
lung Zellklone, die sich in Kolonien zusammenlagern. Durch die Behandlung mit ionisieren-
der Strahlung nimmt die Teilungsfihigkeit von Zellen ab, sodass die geschidigten Zellen

nicht mehr in der Lage sind, Kolonien zu bilden.

2.2.2.2.2  Durchfihrung

Fir den Koloniebildungstest wurden HCT-116, HT-29 und SW-1463 Zellen in entsprechen-
der Zellzahl (Tbl. 9) auf 6 Well Platten in 2 ml Nihrmedium ausgesit und inkubiert.

Tbl. 9 Verwendete Zellzahlen und Wachstumsdauer des Koloniebildungstestes

Dosis HCT-116 HT-29 SW-1463
0 Gy 500 200 750

1 Gy 500 200 750

2 Gy 500 200 750

4 Gy 1000 400 1500

6 Gy 1500 600 2250

8 Gy 2000 800 3000
Wachstumsdauer 6 Tage 7 Tage 14 Tage

Die Bestrahlung erfolgte 24 h nach dem Aussetzen der Zellen mit einer Dosis von 0 Gy
(nicht bestrahlte Kontrolle), 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy. Zum Zeitpunkt der Bestrah-
lung waren alle Zellen am Boden der Wells adhariert, ohne eine mitotische Zellteilung durch-
laufen zu haben. Die Zugabe von 2,5 uM 3PO erfolgte 4 h vor der Bestrahlung. Im An-
schluss wurden die Zellen fir 6 Tage (HCT-116) bzw. 7 Tage (HT-29) bzw. 14 Tage (SW-
1463) inkubiert. Danach wurde das Nidhrmedium entfernt. Die Zellen wurden mit PBS ge-
waschen und fir 20 Minuten mittels 70 % Ethanol fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen

mit Kiristallviolett fir 20 Minuten gefirbt. Die Bestimmung der Anzahl der gebildeten
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Kolonien erfolgte unter einem Stereomikroskop. Als Kolonie wurden Zellhaufen bestehend

aus mehr als 50 Zellen gezihlt.
2.2.2.3 CellTiter-Blue-Assay

2.2.2.3.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Um die Auswirkung des PFKFB3-Inhibitors 3PO auf die Proliferation von Tumorzelllinien
und HUVEC zu untersuchen, wurde ein Ce//Titer-Blue(CTB)-Assay durchgefithrt (Gloeckner
etal. 2001). Der CTB-Assay stellt eine geeignete Methode dar, um mit Hilfe von Fluoreszenz,
die zellulire Lebensfahigkeit an einem bestimmten Zeitpunkt zu bestimmen. Durch die Zu-
gabe von blauem, nicht fluoreszierendem Resazurin und anschlieBender Reduktion des Stof-
fes durch viable Zellen in pinkes, fluoreszierendes Resofurin, lisst sich mit Hilfe eines Fluo-
reszenz-Readers die Zellviabilitit bestimmen. Je stirker eine Zelle geschadigt ist, desto we-
niger kann diese Resazurin verstoffwechseln. Wohingegen viable Zellen die Fihigkeit besit-
zen, Resazurin in Resofurin zu reduzieren. Daraus resultiert eine Zunahme der gemessenen
Fluoreszenz mit einer steigenden Anzahl viabler und proliferierender Zellen. Dieser Test gilt

als Nachweis fiir die Messung von Zytotoxitit in der Zellkultur (Gonzalez und Tarloff 2001).

2.2.2.3.2  Durchfihrung

Zur Bestimmung der Proliferation der Zelllinien 7z vitro wurden 96 Well Platten mit Tripli-
katen zu je 10.000 Zellen HCT-116 und HT-29 sowie 15.000 Zellen fir HUVEC in 100 pl
Nihrmedium vorbereitet. Nach einer Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, tiber Nacht erfolgte
die Zugabe von 3PO in unterschiedlichen Konzentrationen (10 pM, 25 uM, 50 pM und
100 uM). AnschlieBend wurden die Zellen fir 6 h und 24 h inkubiert. Um eine unterstiit-
zende Wirkung von 3PO auf ionisierende Strahlung zu untersuchen, wurden die Zellen in
einem parallelen Versuch 4 h nach der Zugabe von 3PO bestrahlt. Die Radiatio mit einer
Dosis von 1 Gy/min wurde durchgefithrt mit dem RS 225 X-Ray Bestrahlungssystem bei
200 kV, 15 mA und einem 0,5 mm Kupfer-Filter. Die Bestrahlungszeit betrug sechs Minu-
ten. Dies entsprach einer Gesamtdosis von 6 Gy. Eine Stunde vor Behandlungsende wurden
10 pl Resazurin in jedes Well hinzugefiigt, die Platten leicht geschwenkt und bis zum End-
punkt der Behandlung inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz wurde durch ein Multilabel-
Plattenlesegerit bei einer Wellenlinge von 590 nm durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Fluoreszenzmittelwerte der Triplikate gebildet. Der Test wurde dreimal durchgefihrt. Alle

Daten wurden durch GraphPad Prism 8 statistisch ausgewertet und visualisiert.
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2.2.2.4 LDH-Assay

2.2.2.4.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein ubiquitir vorkommendes Enzym, welches in Zellen
des menschlichen Organismus vorkommt. Das Enzym wird beim Zerfall von Zellen freige-
setzt und ist somit im Kulturmedium nachweisbar. Eine erhohte Freisetzung von LDH weist
auf einen erhohten Zelluntergang hin. Um die zytotoxische Wirkung des PFKEFB3-Inhibitors
3PO zu bestimmen, wurde ein LDH-Assay durchgefithrt. Dabei wird das ins Cytoplasma
freigesetzte LDH, durch eine enzymatische Reaktion, die zu einem Farbumschlag von Tet-
razoliumchlorid in rotes Formazan fithrte, nachgewiesen. Mit Hilfe eines Multilabel-Platten-
lesegerits wird bei einer Wellenldnge von 490 nm, welches dem Absorptionsmaximum von
Formazan entspricht, die Absorptionsrate bestimmt. Diese verhilt sich proportional zur

LDH-Freisetzung und ldsst somit Riickschliisse auf die Stirke des Zelluntergangs zu.

2.2.2.4.2  Durchfithrung

Auf eine 96-Well Platte wurden 7.500 Zellen HT-29, HCT-116 und HUVEC in 100 ul Néhrt-
medium pipettiert. Die Zellen wurden Giber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach
wurde das alte Medium vorsichtig entfernt und 100 pl frisches Medium hinzugefiigt. Dies
beinhaltete die verschiedenen Konzentrationen des PFKFB3-Inhibitors 3PO (10 uM,
25 uM, 50 uM und 100 uM). AnschlieBend wurden die Zellen fur 48 h inkubiert. Parallel
wurde der zytotoxische Effekt von 3PO in Kombination mit einer Radiotherapie untersucht.
Dazu wurden die Zelllinien 4 h nach Zugabe von 3PO bestrahlt. Die Radiatio mit einer Dosis
von 1 Gy/min wurde durchgefiihrt mit dem RS 225 X-Ray Bestrahlungssystem bei 200 kV,
15 mA und einem 0,5 mm Kupfer-Filter. Die Bestrahlungszeit betrug sechs Minuten. Dies
entsprach einer Gesamtdosis von 6 Gy. Vor Therapieende wurden 100 ul frisch hergestellter
Reaktionsmixtur in jedes Well hinzugefigt. In Alufolie eingepackt und somit vor Licht ge-
schiitzt, wurden die Platten bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert. Vor der Messung
der Absorption wurden 50 pl Stopp Lésung in jedes Well pipettiert. Die Messung der Ab-
sorption erfolgte in einem Multilabel-Plattenlesegerit bei einer Wellenlinge von 490 nm. Der
Test wurde dreimal durchgefithrt. Alle Daten wurden durch GraphPad Prism 8 statistisch

ausgewertet und visualisiert.
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2.2.2.5 Wundheilungs-Assay

2.2.2.5.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Um den Einfluss des PEKFB3-Inhibitors 3PO auf das Migrationsverhalten von HCT-116
und HT-29 Zellen zu untersuchen, wurde ein Wundheilungs-Assay durchgefiihrt. Anhand
der Geschwindigkeit, des Verschlusses einer definierten Spaltbreite, kann eine Aussage tiber

das Migrationsverhalten der Zelllinien getroffen werden.

2.2.2.52  Durchfihrung

Zur Herstellung einer definierten Spaltbreite von 500 um wurden die Zellkultureinsitze auf
einer 12 Well Platte platziert. Durch die Zugabe von 70 ul Zellsuspension wurden 30.000
HT-29 bzw. HCT-116 Zellen in das Transwellinsert ausgesit. Die Inkubation bei 37 °C und
5 % CO, erfolgte so lange, bis die Béden der Kammern von einen konfluenten Monolayer
bedeckt waren. AnschlieBend wurden die Zellkultureinsitze vorsichtig mit einer sterilen Pin-
zette entfernt. Das alte Medium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden griindlich mit PBS
gewaschen und 1 ml Ndhrmedium, wurde unter Zusatz von 3PO in unterschiedlichen Kon-
zentrationen (10 uM und 25 uM) hinzugefiigt. Um einen moéglichen Effekt von 3PO in
Kombination mit ionisierender Strahlung zu untersuchen, wurden die Platten in einem pa-
rallelen Versuch 4 h nach der Zugabe von 3PO bestrahlt. Die Radiatio mit einer Dosis von
1 Gy/min wurde mit dem RS 225 X-Ray Bestrahlungssystem bei 200 kV, 15 mA und einem
0,5 mm Kupferfilter durchgefiihrt. Die Bestrahlungszeit betrug sechs Minuten. Dies ent-
sprach einer Gesamtdosis von 6 Gy. Die Darstellung des Verschlusses des zellfreien Kratzers
wurde an verschiedenen Zeitpunkten mit einer Mikroskop Kamera festgehalten. Die Aus-
wertung mit Image] erfolgte durch die Bestimmung der Flichengro3e an verschiedenen Zeit-
punkten. Um den Inhalt der zellfreien Fliche zu bestimmen wurde ein Rahmen entlang der

Zellgrenze gezogen und mit Image] analysiert (Abb. 3).

463x361 S; 8-bit. 163K File Edit Font Results
— — = - ~
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Abb. 3 Analyse der Migrationsfihigkeit von HCT-116 und HT-29 Zellen. Zur Messung det
zellfreien Fliche zwischen den gegentiberliegenden Zellfronten wird ein gelber Rahmen entlang der

Zellgrenzen gezogen und anschlieBend mit Image] analysiert.
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Verinderungen der Fliche des Spalts (Ax) wurden in Relation zur Fliche des Spalts zum
Zeitpunkt 0 h (A0) gesetzt. Der daraus resultierende prozentuale Anteil beschreibt die Mig-
rationsfahigkeit der Zellen. Anhand der folgenden Formel wurde die Migration berechnet:

o A0
Migration (%) = A
X

AO0: Fliche des Spalts zum Zeitpunkt 0

Ax: Fliche des Spalts zum Zeitpunkt x

2.2.2.6 Boyden-Kammer-Assay

2.2.2.6.1  Allgemeines Funktionsprinzip

Der Boyden-Kammer-Assay stellt eine geeignete Methode dar, um das Invasionsverhalten
von HCT-116 und HT-29 Zellen unter Einfluss des PFKFB3-Inhibitors 3PO zu untersu-
chen. Dabei wird die Invasivitit der Tumorzellen mit Hilfe einer Boyden-Kammer (Abb. 4)
tberprift. Aufgebaut ist die Boyden-Kammer aus zwei Kammerhilften. Diese sind durch
eine Membran mit einer Porengréfle von 10 um voneinander getrennt. Um die Invasivitit
zu beurteilen, werden HCT-116 und HT-29 Zellen in die obere Kammer ausgesetzt und fiir
96 h inkubiert. Durch die Bestimmung der Anzahl an Zellen, die nach der Inkubationszeit
in die untere Kammer gelangt sind, kann eine Aussage tiber das Invasionsverhalten getroffen

werden.

Obere Kammer mit Zellen

g g Membran mit EZM

Untere Kammer

LU UL

Abb. 4 Schematischer Aufbau einer Boyden-Kammer. Nachdem die untere Kammer mit Me-

dium befillt wurde, wird eine Membran (schwarz gestrichelt), beschichtet mit Extrazellularmatrix
(EZM), aufgelegt. AnschlieBend werden die untere und obere Kammerhalfte fest verschraubt. In die
obere Kammer erfolgt die Zugabe der Zellen.
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2.2.2.6.2  Durchfithrung

Die Boyden-Kammer wurde in der wissenschaftlichen Werkstatt der Universititsmedizin
Gottingen hergestellt. Fir jeden Versuch wurde eine sterile Boyden-Kammer verwendet.
Zunichst wurde die Membran mit Extrazellularmatrix, die mit serumfreiem Medium im Ver-
hiltnis 1:3 gel6st wurde, bedeckt. Die Membran wutrde fiir zehn Minuten bei 37 °C getrock-
net. AnschlieSend wurden die Wells der unteren Kammerhilfte mit Ndhrmedium unter Zu-
satz verschiedener Konzentrationen von 3PO (10 uM und 100 uM) befiillt, bis sich ein kon-
vexer Flussigkeitsspiegel bildete. Dies erleichterte das Auflegen der getrockneten Membran
und verhinderte die Bildung von Luftblasen. Ausgehend von der Kammermitte wurden das
Ober- und Unterteil der Boyden-Kammer fest mit autoklavierten Inbusschrauben ver-
schraubt. Im nichsten Schritt wurden 500 pl Nihrmedium in die Wells der oberen Kammer-
hilfte zugegeben. Zum Aquilibrieren der Membran wurde die Boyden-Kammer fiir 30 Mi-
nuten bei 37 °C und 5 % COx; inkubiert. Danach konnten die Wells der oberen Kammert-
hilfte mit weiteren 500 ul Nahrmedium unter Zusatz von 3PO in verschiedenen Konzent-
rationen (10 uM und 100 uM) und 100.000 HCT-116 bzw. HT-29 Zellen beftllt werden. Die
fertige Boyden-Kammer wurde fiir 96 h inkubiert. Um einen eventuellen Effekt von 3PO in
Kombination mit ionisierender Strahlung auf die Invasivitit von Krebszellen zu untersu-
chen, wurden die Boyden-Kammer in einem Parallelexperiment 4 h nach der Zugabe von
3PO bestrahlt. Die Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy/min erfolgte mit dem Rontgen-
bestrahlungssystem RS 225 bei 200 kV, 15 mA und einem 0,5 mm Kupferfilter. Die Bestrah-
lungszeit betrug sechs Minuten. Dies entsprach einer Gesamtdosis von 6 Gy. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Boyden-Kammer auseinander gebaut. Die einzelnen Wells
wurden durchstoB3en und das Nihrmedium der unteren Kammerhilfte in ein Falcon tber-
fihrt. Nach einer fiinfminttigen Zentrifugation bei 500 G und 4 °C wurde das Medium auf
1 ml reduziert. Vorhandene Zellen wurden resuspendiert und in einer Neubauer Zihlkam-
mer ausgezihlt. Dadurch konnte nachgewiesen werden, wie viele Tumorzellen die Membran,
unter verschiedenen Konzentrationen von 3PO, durchdringen konnten. Die Daten wurden

graphisch mit GraphPad Prism 8 visualisiert und ausgewertet.

2.2.3 Generierung von PDX-Modellen des KRK in PrkdcScid-Miusen

2.2.3.1 Haltung von Versuchstieren

Die Haltung der Labormiuse und die Durchfihrung der Tierversuche erfolgte nach dem
deutschen Tierschutzgesetz und der Genehmigung der Niedersichsischen Tierschutzbe-

horde (Antrag Nr.. 33.19-42502-04-17/2407 und 33.19-42502-04-21/3816). Fur die
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Generierung von PDX-Modellen des kolorektalen Karzinoms wurden PrkdcScid-Mause von
Janvier Laboratories verwendet. Isoliert in einen S2-Raum wurden die Versuchstiere in einen
sterilen, individuell ventilierten Kifig (IVC) unter standardisierten Bedingungen bei 23 °C
+/- 1 °C Raumtemperatur und 12 h Tag-Nacht-Rhythmus, gehalten. Zur eindeutigen Iden-
tifizierung der Versuchstiere wurden die Ohren in einem vorgegebenen Schema gelocht. Das
Betreten des Raums erfolgte in Schutzkleidung, welche Kittel, Handschuhe, Mundschutz
und Haarhaube beinhaltete. Das Offnen der IVC erfolgte stets unter einer Sicherheitswerk-
bank mit kontinuierlichem Luftzug, um die immunsupprimierten Tiere vor moglichen pa-

thogenen Erregern zu schiitzen.

2.2.3.2 Subkutane Tumorimplantation

Nach einer Eingewohnungszeit von mindestens sieben Tagen in der Zentralen Tiereinheit
der Universititsmedizin Gottingen konnten PrkdcScid-Mause zur Generierung von PDX-
Modellen des KRK verwendet werden. Das Tumormaterial der Patient*innen wurde nach
der operativen Resektion umgehend weiterverarbeitet. Daftir wurde das Gewebe in gekiihl-
tem Medium gelagert und anschlieBend mit Hilfe eines Skalpells in 2 x 2 mm Stticke zerklei-
nert. Zur analgetischen Behandlung wurde den Versuchstieren 30 Minuten vor der Trans-
plantation Metamizol mit einer Pipette oral verabreicht. Die Einleitung der Narkose erfolgte
durch eine Initialdosis von 4 % und anschlieBender Erhaltungsdosis von 1,5 bis 2,5 % Isof-
luran. Das Auftragen von Bepanthen nach der Einleitung der Narkose schiitzte die Augen
der Miuse vor Austrocknung. Durch die Uberpriifung der Atemtiefe und Frequenz sowie
des Zwischenzehenreflexes wurde der Status der Narkose beurteilt. War die Narkose tief
genug, konnte die Implantation durchgefithrt werden. Dafiir wurden die Mause zuerst an
beiden Flanken rasiert. Nach einem kleinen Hautschnitt an beiden Flanken mit anschlieBen-
der Priparation einer Hauttasche konnten die Tumorgewebsstiicke vorsichtig sub-
kutan (s. c.) platziert werden. Fir den Verschluss der Wunden wurden die Wundrinder fest
mit Hilfe eines Tackers durch 9 mm Clips verschlossen. Diese konnten sieben Tage nach der
Transplantation entfernt werden. Zur Schmerzlinderung erfolgte nach der Implantation die
s. ¢. Injektion von Caprofen. Zum Schutz der immundefizienten Versuchstiere wurde aus-
schlieBlich steriles Operationsbesteck verwendet. Im Anschluss an die Implantation folgte
die Uberwachung der Miuse bis zum vollstindigen Abbau der Anisthesie und bis zur Wie-
derherstellung des natiirlichen Verhaltens der Tiere. Durch die Lagerung auf einer Wirme-
platte wurde die Kérpertemperatur wihrend der Implantation konstant bei 37 °C £ 0,5 °C
gehalten. Alle Versuchsmiuse wurden nach der Transplantation tiglich beobachtet und auf

Bewegungseinschrinkungen, das Verhalten der Tiere, Anzeichen von Schmerzen und
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Verinderungen an der Implantationsstelle Uberpriift. Weiterhin wurde das Gewicht wo-

chentlich kontrolliert.

2.2.3.3 Passagierung von Tumoren

Erreichte der Tumor einer Flanke ein Volumen von 1000 mm® wurde dieser in die nichste
Mausgeneration implantiert. In einer mit Isofluran begasten Box wurden die Versuchsmaiuse
narkotisiert und mittels zervikaler Dislokation getotet. AnschlieBend wurden die Tumoren
explantiert. Daftir wurde die Hauttasche oberhalb des sichtbaren Tumors mit einer Schere
eroffnet. Der Tumor wurde mit einer Pinzette entfernt. Neben der Generierung von Tum-
orgewebe fir die Transplantation wurden Tumorgewebsstiicke in flissigem Stickstoff
schockgefroren, in 4 % Paraformaldehyd fixiert oder in einem Einfriermedium gelagert. Ab

der zweiten Passage des Tumors wurden die Mause fiir Therapieversuche eingesetzt.

Patient*innentumor FO F1 F2
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Generierung von PDX-Mausmodellen des KRK. Nach

der Isolierung des Tumorgewebes wird dieses subkutan in beide Flanken einer Maus transplantiert

(FO entspricht dabei der Passage 0). Nach anschlieBendem Wachstum bis 1000 mm?3 wird der Tumor
explantiert und in die nichsten Generationen implantiert (F1 — Passage 1). Ab der 2. Passage (F2)
wurden die Versuchstiere in Behandlungskohorten eingeteilt und therapiert. (Die Abbildung des Ko-
lons wurde erstellt mit Hilfe von Vektoren aus dem Servier Medical Art. https://smart.set-

vier.com/smart_image/colon/; aufgerufen am 01.09.2021)

2.2.3.4 Messung subkutaner Tumoren
Die Tumoren der Mause wurden dreimal in der Woche vermessen. Dafilir wurde eine Schieb-

lehre verwendet. Anhand der Formel

Linge x Breite?
2

wurde das Tumorvolumen berechnet. Erreichten die Tumoren der F2-Generation ein Volu-

men von 200 mm’ wurden die Versuchstiere randomisiert in Behandlungsgruppen eingeteilt.
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In einer Behandlungsgruppe befanden sich 4 — 7 Mduse. Im Verlauf der Behandlung wurden
die Tumorvolumen der Miuse einer Versuchsgruppe gemittelt. Erreichten die Tumoren der
Versuchstiere vor Therapieende eine GréBe von 1500 mm® wurden diese vorzeitig aus dem
Experiment herausgenommen und getotet. Zur Analyse des Tumoransprechens auf die The-
rapie wurde der treatment to control(t/ c)-Wert zu einem bestimmten Behandlungszeitpunkt be-
rechnet. Der t/c-Wert wird in Prozent angegeben. Die Berechnung erfolgt aus dem mittleren
Tumorvolumen einer Behandlungskohorte (t) in Relation zum mittleren Tumorvolumen der
Kontrollkohorte (c). Er zeigt somit an, wie sich das Volumen einer Therapiegruppe relativ

gegentiber der Kontrollgruppe unterscheidet.

2.2.3.5 Tumorbehandlung von PrkdcScid-Mausen

Verwendete Medikamente wurden den Versuchstieren intraperitoneal (i. p.) in den Unter-
bauch injiziert. Die Radiatio mit einer Gesamtdosis von 25,2 Gy wurde funfmal wéchentlich
tber einen Zeitraum von drei Wochen mit einer jeweiligen Einzeldosis von 1,8 Gy durchge-
fihrt. Verwendet wurde das RS 225 X-Ray Bestrahlungssystem. Wahrend des Bestrahlungs-
vorgangs wurden die Versuchstiere mittels Isofluran narkotisiert. Mit Hilfe eines zurechtge-

schnittenen Bleistiicks wurde der Kérper der Versuchsmiuse vor der Strahlung geschiitzt.

2.2.3.6 Therapieschema, Therapeutische Substanzen, Dosierungen und Applikationswege

Nach den Schemas wurde die Therapie der RT-Kohorte der PDX-Tumoren HROC239
(Abb. 6 und Tbl. 10) und RCT-Kohorte der PDX-Tumoren G6 Pt. 23 durchgefiihrt (Abb. 7
und Thbl. 10).

[A] Kontrolle Unbehandelt - DMSO
6] 3P0 25mgikg | TVN |

Radiatio 1.8Gy
D] Radiatio 1.8Gy +3PO 25mgikg

g vy bt Foroy ¥yt
A A S N A R b fy Ende
Y \ Y Y Y Y A\ Y \l Y Y Y A\
b by VLW L T O A N l
PDX
Implalntation |200mm2 } l Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 ‘ Woche 5 |‘L
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L35 §¢cdS 858 ¢ds 26558 ¢d8 £ a55¢cd58 5538 ¢

Abb. 6 Therapieschema der PDX-Tumoren des KRK HROC239. Die Pfeile geben die Gabe der

jeweiligen Substanzen an.
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Abb. 7 Therapieschema der PDX-Tumoren des KRK G6 Pt. 23. Die Pfeile geben die Gabe der

jeweiligen Substanzen an.

Tbl. 10 Verwendete therapeutische Substanzen, Dosierungen und Applikationsweg

Substanz  Dosierung Applikationsweg  Behandlungsschema

Tag:1-3;7-9;13-15;19 —

3PO 25 mg/kg i p. oo o

5FU 20 mg/kg i p. Tag: 10 + 11; 22 + 23

3PO wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st. 5FU wurde in Natriumchlorid (NaCl) ge-
16st. Die Behandlung der Kontrollgruppen wurde dementsprechend mit DMSO und NaCl
durch eine i. p. Gabe durchgefiihrt.

2.2.3.7 Aufbereitung von Tumorgewebe und Paraffineinbettung

Am Ende der Tierversuche wurde den Versuchstieren vor ihrer Tétung 100 mg/kg
Bromdesoxyuridin (BrdU) und 60 mg/kg Pimonidazol i. p. injiziert. Die Gabe von BrdU
und Pimonidazol erfolgte zeitgleich 90 Minuten vor Totung der Versuchsmiuse. Nach der
Abtotung der Tiere wurden die Tumoren vollstindig reseziert. Das explantierte Tumorge-
webe wurde in 4 % Paraformaldehyd fixiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und in

einem Einfriermedium fiir die Kryokonservierung vorbereitet.

Wie beschrieben, folgte nach Explantation der Tumoren die sofortige Fixierung des Tumor-
gewebes in einer 4 % Paraformaldehyd-Losung. Diese wurde bei 4 °C tiber Nacht gelagert.
Auf die Uberfiihrung in 70 % Ethanol folgte die weitere Verarbeitung des Gewebes nach
dem Protokoll zur Paraffineinbettung (Tbl. 11). Die Paraffinblécke wurden bei Raumtem-
peratur gelagert. Fir den darauffolgenden Firbevorgang wurden 2 um dicke Tumorgewebs-

schnitte durch ein Schlittenmikrotom angefertigt und auf einen Objekttriger aufgezogen.
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Tbl. 11 Protokoll zur Paraffineinbettung

Ethanol 70 %
Ethanol 86 %
Ethanol 96 %
Ethanol 96 %
Ethanol 100 %
Ethanol 100 %
Ethanol 100 %
Xylol

Xylol

Xylol

Paraffin
Paraffin

Paraffin

Reagenz

45

45

45

60

60

60

60

45

70

75

60

60

60

Inkubationszeit (min)

2.2.3.8 Histologische und Immunhistochemische Firbungen der Tumorgewebsschnitte

2.2.3.8.1 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Firbung) stellt eine geeignete histologische Ubet-

sichtsfarbung dar. Dafiir wurden die Tumorgewebsschnitte nach dem Protokoll zur Entpa-

raffinierung und Rehydrierung behandelt (Tbl. 12).

Tbl. 12 Protokoll zur Entparaffinierung und Rehydrierung der Tumorgewebsschnitte

Xylol

Xylol

Ethanol 100 %
Ethanol 100 %
Ethanol 96 %
Ethanol 96 %
Ethanol 75 %

deO

Reagenz

Inkubationszeit (min)
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AnschlieBend erfolgte die Kernfirbung durch Himalaun nach Mayer und eine darauffol-
gende Spiilung mit deionisiertem Wasser (dH2O). Fur das nachfolgende Bliauen der Schnitte
wurden diese fir fiinf Minuten unter warmem Leitungswasser gespiilt. Als nachstes wurden
die Proben fiir 1 Minute mit Eosin gefirbt und danach erneut mit dH>O gespiilt. Im nichsten
Schritt wurden die Proben dehydriert (Tbl. 13). Zum Abschluss erfolgte das dauerhafte Ein-

decken der Tumorgewebsschnitte mit Vitro-Clud.

Tbl. 13 Protokoll zur Dehydration der Tumorgewebsschnitte

Reagenz Inkubationszeit (min)
Ethanol 75 % 1
Ethanol 96 % 1
Ethanol 96 % 1
Ethanol 100 % 1
Ethanol 100 % 2
Xylol 2
Xylol 2

2.2.3.8.2  Pimonidazol- und BrdU-Firbung

Fir die nachfolgend beschriebenen Firbungen wurden die Tumorgewebsschnitte nach dem

Protokoll zur Entparaffinierung und Rehydrierung behandelt (Tbl. 12).

Zur Wiederherstellung der Immunreaktivitit des in Paraffin eingebetteten Gewebes wurde
dies in Citrat Puffer (pH 6,0) fur zwei Minuten im Dampfdrucktopf gekocht. Nachdem die
Schnitte wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden diese fiir zwei Minuten mit
dH,O gewaschen. Die Blockade der endogenen Peroxidase erfolgte durch die finfzehnmint-
tige Zugabe von 3 % H0,. Nach einem erneuten Waschvorgang mit dH,O und PBS (Pimo-
nidazol) bzw. mit Tris-buffered saline (TBS) (BrdU) wurden die Schnitte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit einer Blockierungslésung aus 3 % Bovinen Serumalbumin (BSA) inku-
biert. Nach Entfernung der Blockierungslésung wurde der Primarantikérper in entsprechen-
der Verdinnung (siche Kap. 2.1.3) zugegeben und iiber Nacht in einer feuchten, dunklen
Kammer bei 4 °C (Pimonidazol) bzw. fur 2 h bei Raumtemperatur (BrdU) inkubiert. Folgend
auf einen dreimal durchgefithrten fiinfminttigen Waschvorgang in PBS (Pimonidazol) bzw.
TBS (BrdU) wurde der Sekundirantikérper in der jeweiligen Verdiinnung (siche Kap. 2.1.3)
aufgetragen und fur weitere 2 h (Pimonidazol) bzw. 30 Minuten (BrdU) bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Visualisierung der Farbreaktion wurde das Bright-DAB Substrate Kit verwen-

det. Die Losung wurde frisch hergestellt und fiir acht Minuten auf die Schnitte gegeben. Die
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Farbreaktion wurde durch einen erneuten Waschvorgang des Tumorgewebsschnitts in dH,O
gestoppt. Die Schnitte wurden zudem mit Mayer’s Himatoxylin ko-eingefirbt. Zum Ab-
schluss wurden die Tumorgewebsschnitte nach dem Protokoll zur Dehydration behandelt

(Thl. 13) und in Vitro-Clud eingedeckt.

2.2.3.8.3 CD31-Immunfluoreszenzfirbung

Zur Wiederherstellung der Immunreaktivitit des in Paraffin eingebetteten Gewebes wurden
die Schnitte in Retrieval-Solution high pH fir 20 Minuten im Dampfgarer gekocht. Nachdem
die Schnitte fiinf Minuten bei Raumtemperatur abkiihlten, folgte ein zweiminttiger Wasch-
vorgang mit dH>O. Die Blockade der endogenen Peroxidase erfolgte durch die zwanzig-
minttige Zugabe von 3 % H,O,. Nach einem erneuten Waschvorgang mit dH,O und TBS
wurden die Schnitte fir 45 Minuten bei Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung aus
3 % BSA inkubiert. Nach Entfernung der Blockierungsldsung wurde der Primarantikorper
in entsprechender Verdiinnung (siche Kap. 2.1.3) zugegeben und tber Nacht in einer feuch-
ten sowie dunklen Kammer bei 4 °C gelagert. Folgend auf einen dreimal fiinfminiitigen
Waschvorgang in Tris-buffered saline with Tween20 (TBS-T) wurde der Sekundirantikérper in
der Verdiinnung (siche Kap. 2.1.3) aufgetragen und fir weitere 45 Minuten inkubiert. Nach
einem dreimaligen Waschvorgang mit TBS-T erfolgte eine 30-minttige Inkubation mit 1:100
verdunnter Horseradish Peroxidase Streptavidin. Im Anschluss an einem erneuten Wasch-
vorgang mit TBS-T erfolgte die Zugabe von Cy3 in der Verdiinnung 1:50 fiir zehn Minuten.
Auf einen erneuten Waschvorgang folgte die Kernfirbung mittels 30-minttiger Inkubation
mit Hoechst. Nach einer letzten Spiilung mit TBS-T erfolgte die Eindeckung mit Prolong
Gold Antifade Reagent und Deckglas.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Graph Pad Prism 8 (GraphPad Soft-
ware Inc., La Jolla, USA). Fur die statistischen Analysen der Versuche wurde der t-Test ver-
wendet (Kim 2015). Die statistisch signifikanten Unterschiede der Zelltiberlebenskurven des
Koloniebildungstests und des Wundheilungs-Assay wurden per zweifaktorielle Varianzana-
lyse mit Messwiederholungen (ANOVA) ermittelt (Braselmann et al. 2015). Die Daten und
Abbildungen der In-vitro-Experimente werden als Mittelwert + SEM (standard error of the mean)
von mindestens drei unabhingigen Durchfiihrungen dargestellt. Die Daten und Abbildun-
gen der tierexperimentellen Versuche werden als Mittelwert £ SEM angegeben. Ermittelte
p-Werte < 0,05 werden mit *, p-Werte < 0,01 mit **, p-Werte < 0,001 mit *** und p-Werte

< 0,0001 *** markiert.
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3  Ergebnisse

Bisher fehlen Untersuchungen der Auswirkung einer PFKFB3-Blockade durch 3PO auf
Zelllinien des KRK. Das Ziel war daher, die Wirkung von 3PO unter Verwendung verschie-
dener Konzentrationen 7z vitro zu charakterisieren. Neben Analysen zur Zellproliferation und
Induktion von Zelltod wurde auch der Einfluss von 3PO auf die Fihigkeit zur Migration
und Invasion von Krebszellen iiberprift. Um den Effekt einer Therapie bestehend aus 3PO
in Kombination mit ionisierender Strahlung zu untersuchen, wurde ein Koloniebildungstest
durchgefiihrt. Letztendlich erfolgte die Etablierung von PDX-Tumoren des KRK, um die

Wirkung von 3PO in Kombination mit RT und RCT 7 vive zu evaluieren.

3.1 Einfluss des PFKFB3-Inhibitors 3PO auf HT-29, HCT-116, SW-
1463 und HUVEC in vitro

Dieser Abschnitt beschreibt die Effekte einer PFKFB3-Blockade durch 3PO auf Zelllinien
des KRK und HUVEC allein und in Kombination mit ionisierender Strahlung.

3.1.1 Echtzeit-Zellanalyse von HCT-116, HT-29 und HUVEC unter Therapie mit
3PO

Der Einfluss einer PEKFB3-Blockade durch 3PO auf den Zustand von Zellen wurde in
Echtzeit mittels eines xCELLigence-Assays analysiert (Abb. 8 A — C). Uber einen Zeitraum
von 96 h wurden mit der xCELLigence-Software Verinderungen der Zellmorphologie, Zell-
zahl und Zelladhision durch Messung der Impedanz aufgezeichnet. Dieser Versuch er6ft-
nete eine erste Moglichkeit das Verhalten, der kolorektalen Krebszelllinien HCT-116, HT-
29 sowie HUVEC wihrend einer Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 3PO,
zu untersuchen. Wihrend des Versuchs fihrten Verinderungen der ZellgroBe, Zellanzahl
und Zelladhision zu Verinderungen des Zellindex. Die Tumorzelllinien HCT-116 und HT-
29 zeigten einen kontinuierlichen Anstieg des Zellindex in der Kontrollprobe. Die Behand-
lung mit 10 uM 3PO fihrte im Vergleich zu héheren Konzentrationen zu einem geringeren
Abfall des Zellindex. Die morphologischen und proliferativen Eigenschaften der kolorekta-
len Krebszellen blieben erhalten. Unter Verwendung héherer Konzentrationen von 3PO
(25 uM, 50 uM und 75 uM) fiel der Zellindex vollstindig ab. Zu Beginn des xCELLigence-
Assays zeigten HUVEC eine steil verlaufende Zunahme des Zellindex in der Kontrolle. Un-
ter Zugabe verschiedener Konzentrationen von 3PO verlief der Anstieg flacher. In den ho-
hen Konzentrationen von 50 pM und 75 uM 3PO ergab sich eine deutliche Abnahme des
Zellindex. Nach 48 h erfolgte die erneute Zugabe von 3PO. Darunter fiel bet HUVEC ein
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Abfall des Zellindex ab 10 uM 3PO im Vergleich zur Kontrollprobe auf. Dieser Effekt wurde
bei den Zelllinien des KRK nicht im gleichen Ausmaf3 beobachtet. Der urspriingliche Zellin-
dex der kolorektalen Krebszellen HCT-116 und HT-29 konnte kurze Zeit nach Applikation
von 3PO wieder erreicht werden. HUVEC hingegen bendétigten einen lingeren Zeitraum,
um den Zellindex wieder zu steigern. Die gemessenen Daten zeigten, dass 3PO eine kon-
zentrationsabhingige Wirkung auf die Zelllinien HCT-116, HT-29 sowie auf HUVEC be-
sitzt. Zusitzliche Untersuchungen waren notwendig, um die Auswirkungen genauer charak-

terisieren zu konnen.
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Abb. 8 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade auf die Zellproliferation, Zellviabilitit, Zella-
dhision und Zellmorphologie. Abgebildet ist der in Echtzeit analysierte Zellindex von HCT-116
(A), HT-29 (B) und HUVEC (C) wihrend einer Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von
3PO iiber einem Zeitraum von 96 h (durchgezogene Linie). Die verschiedenen Bedingungen wurden

mittels Sdttigungskurve (gestrichelte Linien) und 80 h Zeitpunkt (Punkte) untereinander verglichen.
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3.1.2 Koloniebildungstest

Ein wesentlicher Bestandteil der Therapie bei Patient*innen mit lokal fortgeschrittenem Rek-
tumkarzinom stellt die neoadjuvante RCT dar. Um die Strahlenwirkung auf kolorektale
Krebszelllinien HCT-116, HT-29 und SW-1463 in Kombination mit einer Therapie aus 3PO
und RT zu untersuchen, wurde ein Koloniebildungstest durchgefiihrt. In allen verwendeten
Zelllinien wurde durch den Einfluss von 3PO eine signifikante Abnahme der Uberlebens-
fraktion der Zellen beobachtet (Abb. 9 A — C). Dieses Ergebnis lasst auf einen radiosensibi-
lisierenden Effekt von 3PO schlieBen. In der Kontrollprobe von HCT-116 sank die Uberle-
bensfraktion von 100 % (0 Gy) tiber 39,9 % (2 Gy) bis auf 8 % (8 Gy) ab. In Kombination
mit 3PO wurde iiber alle Dosisbereiche hinweg eine stirkere Abnahme der Uberlebensfrak-
tion von 100 % (0 Gy) tiber 28 % (2 Gy) auf 4 % (8 Gy) gemessen. Die Uberlebensfraktion
der Kontrollprobe von HT-29 nahm von 100 % (0 Gy) tiber 83 % (2 Gy) bis auf 46 % (8 Gy)
ab. In Kombination mit 3PO wurde im héheren Dosisbereich (6 Gy und 8 Gy) eine stirkere
Abnahme der Ubetlebensfraktion beobachtet. Dabei nahm die Uberlebensfraktion von
100 % (0 Gy) tber 85 % (2 Gy) auf 35 % (8 Gy) ab. Wihrend der Behandlung im niedrigen
und mittleren Dosisbereich (1 Gy, 2 Gy und 4 Gy) wurde unter Einfluss von 3PO kein Un-
terschied festgestellt. Die Uberlebensfraktion der Kontrollprobe von SW-1463 sank von
100 % (0 Gy) tber 88 % (2 Gy) bis auf 31 % (8 Gy) ab. In Kombination mit 3PO wurde
eine stirkere Abnahme der Uberlebensfraktion in allen Dosisbereichen beobachtet. Die

Uberlebensfraktion nahm dabei von 100 % (0 Gy) iiber 66 % (2 Gy) auf 13 % (8 Gy) ab.
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Abb. 9 (A — C) Koloniebildungstest wihrend einer Blockade von PFKFB3 durch 2,5 uM 3PO.
Abgebildet sind die Zellibetlebenskurven von HCT-116 (A), HT-29 (B) und SW-1463 (C) wihrend
einer Behandlung mit und ohne 3PO.
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3.1.3 Einfluss von 3PO auf die Zellproliferation von HCT-116, HT-29 und
HUVEC nach 6 h und 24 h in vitro

Ein CTB-Assay wurde durchgefithrt, um die Auswirkung einer PFKFB3-Blockade auf die
Proliferation von kolorektalen Krebszelllinien sowie HUVEC zu untersuchen. Die Analysen
zur Zellproliferation wurden nach einer Inkubationsdauer von 6 h (Abb. 10 A — C) und 24 h
(Abb. 11 A — C) durchgefiihrt. Bei einer Inkubationszeit von 6 h zeigten alle drei Zelllinien
mit steigender Konzentration von 3PO eine signifikante Abnahme der Proliferation. Ein
signifikanter Riickgang der Proliferationsrate von HCT-116 war ab einer Konzentration von
25 uM 3PO nachweisbar. Eine signifikante Reduktion der Zellproliferation von HT-29
wurde bei einer Konzentration von 50 pM 3PO beobachtet. HUVEC zeigten ab einer Kon-
zentration von 30 uM eine signifikante Abnahme der Proliferation. Untersuchungen der
Zelllinien mit einer Inkubationszeit von 24 h ergaben bei HCT-116 und HT-29 einen kon-
zentrationsabhingigen Riickgang der Proliferation beginnend ab einer Konzentration von
25 uM 3PO fur HCT-116 und 50 uM 3PO fiir HT-29. Eine Reduktion der Proliferationsrate
von HUVEC war ab einer Konzentration von 50 uM 3PO signifikant.

150 = 150 = 150+
= = c nNs ns
S 100- S 100 S 100
= =) =
© © o .
K . & £
E_ 50 E. 50 ‘_g_ 50
S g g
0- 0- 0-
¢ O O O PO ¢ O O O O ¢ O O O O
& 5 oF o5 ¢F & 8 &5 3 oF $F 3 F S
>
€ S N N g oY

Abb. 10 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade auf die Zellproliferation nach 6 h. Dargestellt
ist die Zellproliferationsrate von HCT-116 (A), HT-29 (B) und HUVEC (C) nach 6 h Inkubationszeit.
Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von 3PO behandelt. Dargestellt sind die mittle-
ren Fluoreszenzmesswerte von mindestens drei unabhingigen Versuchen. Die Zellproliferation der

behandelten Zellen wird relativ zu der Kontrollgruppe (100 %) in Prozent angegeben.
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Abb. 11 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade auf die Zellproliferation nach 24 h. Dargestellt
ist die Zellproliferationsrate von HCT-116 (A), HT-29 (B) und HUVEC (C) nach 24 h Inkubations-
zeit. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von 3PO behandelt. Dargestellt sind die
mittleren Fluoreszenzmesswerte von mindestens drei unabhingigen Versuchen. Die Zellproliferation

der behandelten Zellen wird relativ zu der Kontrollgruppe (100 %) in Prozent angegeben.

3.1.4 Auswirtkung der Kombinationstherapie von 3PO und Bestrahlung auf die
Zellproliferation von HCT-116, HT-29 und HUVEC nach 24 h in vitro

Um zu tberpriifen welchen Effekt eine PEFKFB3-Blockade in Kombination mit Bestrahlung
auf die Zellproliferation ausiibt, wurde ein CTB-Assay durchgefiihrt. Die Zelllinien HCT-
116, HT-29 und HUVEC wurden mit einer Kombinationstherapie bestehend aus ansteigen-
den Konzentrationen von 3PO und einer Einzeldosis von 6 Gy behandelt. Die alleinige The-
rapie mit ionisierender Strahlung ergab bei allen Zelllinien eine signifikante Abnahme der
Proliferation (Abb. 12 A — C). Bei den Zelllinien des KRK, HCT-116 und HT-29, wurde ein
signifikanter Ruckgang der Proliferation mit steigender Konzentration von 3PO gegentiber
der alleinigen RT beobachtet. HCT-116 Zellen zeigten ab einer Konzentration von 25 uM
eine zusitzliche Reduktion der Proliferation im Vergleich zur alleinigen RT (Abb. 12 A). Bei
HT-29 Zellen wurde ab einer Konzentration von 50 uM 3PO eine signifikante Abnahme der
Zellproliferation gegeniiber der alleinigen RT gemessen (Abb. 12 B). Ein signifikanter Riick-
gang der Proliferation von HUVEC unter Therapie mit 3PO und Bestrahlung konnte gegen-
Uber der alleinigen RT nicht nachgewiesen werden (Abb. 12 C).
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Abb. 32 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade in Kombination mit Bestrahlung auf die
Zellproliferation nach 24 h. Dargestellt ist die Zellproliferationsrate von HCT-116 (A), HT-29 (B)
und HUVEC (C) nach 24 h Inkubationszeit. Die Bestrahlung der Zellen mit einer Dosis von 6 Gy
wurde 4 h nach der Zugabe von 3PO durchgefithrt. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzmess-
werte von mindestens drei unabhingigen Versuchen. Die Zellproliferation der behandelten Zellen

wird relativ zu der Kontrollgruppe (100 %) in Prozent angegeben.

3.1.5 Einfluss von 3P0 auf den Zelltod von HCT-116, HT-29 und HUVEC in vitro

Der LDH-Assay stellt eine geeignete Methode dar, um die Induktion des Zelltods wihrend
einer Therapie mit 3PO zu untersuchen. Eine Abnahme der Anzahl von Zellen kann einer-
seits durch eine reduzierte Zellproliferation oder anderseits durch einen gesteigerten Zelltod
bedingt sein. Durch die Freisetzung von LDH bei der Lyse von Zellen kénnen Aussagen
zum Zelltod abgeleitet werden. Nach einer Inkubationsdauer von 48 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen von 3PO wiesen alle drei Zelllinien eine signifikante Erh6hung der LDH-
Freisetzung auf (Abb.13 A — C). Diese war bei HCT-116 Zellen beginnend ab einer Kon-
zentration von 25 uM signifikant nachweisbar. HT-29 Zellen und HUVEC zeigten ab 50 uM
3PO eine signifikant erhéhte Freisetzung von LDH als Surrogatmarker fir behandlungsas-

soziierte Toxizitat.
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Abb. 13 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade auf den Zelltod nach 48 h. Dargestellt ist die

LDH-Freisetzung von HCT-116 (A), HT-29 (B) und HUVEC (C) nach 48 h Inkubationszeit unter
Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen von 3PO. Abgebildet sind die mittleren Absorpti-

onswerte von mindestens drei unabhingigen Versuchen.

3.1.6 Auswirkung der Kombinationstherapie von 3PO und Bestrahlung auf den
Zelltod von HCT-116, HT-29 und HUVEC in vitro

Um zu tuberpriifen welchen Effekt eine PEKFB3-Blockade in Kombination mit Bestrahlung
auf den Zelltod besitzt, wurde ein LDH-Assay durchgefiihrt. Die kolorektalen Krebszellli-
nien HCT-116 und HT-29 sowie HUVEC wurden mit einer Kombinationstherapie aus an-
steigenden Konzentrationen von 3PO und ionisierender Strahlung mit einer Einzeldosis von
6 Gy behandelt. Die alleinige Behandlung mit ionisierender Strahlung fihrte bei keiner der
untersuchten Zelllinien zu einer erhéhten LDH-Freisetzung (Abb. 14 A — C). Gegeniiber der
alleinigen RT wurde unter zusitzlicher Gabe von 3PO bei beiden Tumorzelllinien eine kon-
zentrationsabhingige Steigerung der LDH-Freisetzung gemessen (Abb. 14 A — B). Eine er-
héhte LDH-Freisetzung war ab einer Konzentration von 25 uM fiir HCT-116 n und von
50 uM fiar HT-29 messbar. HUVEC wiesen signifikante Verinderungen des LDH-Spiegels
ab einer Konzentration von 50 uM 3PO gegentiber der alleinigen RT auf (Abb. 14 C).
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Abb. 14 (A — C) Effekt einer PFKFB3-Blockade in Kombination mit Bestrahlung auf den
Zelltod nach 48 h. Dargestellt ist die LDH-Freisetzung von HCT-116 (A), HT-29 (B) und HUVEC
(C) nach 48 h unter Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen von 3PO. Die Bestrahlung der
Zellen mit einer Dosis von 6 Gy wurde 4 h nach der Zugabe von 3PO durchgefiihrt. Abgebildet sind

die mittleren Absorptionswerte von mindestens drei unabhingigen Versuchen.

3.1.7 Einfluss von 3PO auf die Migration von HCT-116 und HT-29 in vitro

Tumorzellen sind in der Lage, mittels Migration ihre Position im Gewebe zu verdndern.
Diese Fahigkeit fithrt dazu, dass Krebszellen in Blut- und Lymphgefil3e einwandern und im
gesamten Blutreislauf zirkulieren konnen. Dies kann zur Entstehung von Metastasen in ent-
fernten Organen fithren. Voraussetzung fir die Motilitit von Krebszellen ist eine dynami-
sche Umordnung der Aktinfilamente. Durch Ausstilpungen (Pseudopodia) konnen sich Zel-
len an die extrazellulire Matrix anheften. In Folge der anschlieBenden Kontraktion des Zell-
korpers ist die Zelle in der Lage sich fortzubewegen. Die Motilitit von Krebszellen setzt eine
verstiarkte glykolytische Aktivitit der Zelle voraus. Um die Auswirkung einer PFKFB3-Blo-
ckade durch 3PO auf die Migration von HCT-116 und HT-29 Zellen zu untersuchen, wurde
ein Wundheilungs-Assay durchgefihrt (Abb. 15 A — D). HCT-116 zeigten bei einer Kon-
zentration von 25 uM 3PO eine signifikante Abnahme der Migration (Abb. 15 A). Die Blo-
ckade von PFKFB3 durch 3PO beeintrichtigt auch die Migration von HT-29 Zellen (Abb.
15 B). Ein signifikanter Rickgang der Migration wurde bei einer Konzentration von 25 pM
3PO gemessen. Die Fihigkeit zur Migration der Tumorzelllinien wurde durch die GréBe der
zellfreien Fliache zwischen den Zellfronten verdeutlicht. Im zeitlichen Verlauf wurde die Fla-
che zwischen den Zellfronten durch migrierende Zellen geschlossen. Die reprisentativen
Aufnahmen nach 30 h lassen Unterschiede in der GroB3e des zellfreien Areals zwischen der

Kontrolle und 25 uM 3PO erkennen (Abb. 15 C — D).
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Abb. 15 (A — D) Effekt von 3PO auf die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen. Analyse des
prozentualen Anteils der geschlossenen Spaltbreite nach Entfernung der Zellkultureinsitze im zeitli-
chen Verlauf von HCT-116 (A) und HT-29 (B) unter Therapie mit verschiedenen Konzentrationen
von 3PO. Abbildungen eines reprisentativen Verlaufs vom Spaltverschluss durch Migration von
HCT-116 (C) und HT-29 Zellen (D) abhingig von unterschiedlichen Konzentrationen von 3PO.
Dargestellt ist die Spaltbreite direkt nach dem Entfernen der Zellkultureinsitze zum Zeitpunkt 0 h
durch eine gestrichelte schwarze Linie. Die migrierten Zellfronten wurden nach 30 h fur HCT-116
(C) und HT-29 (D) durch eine durchgezogene Linie dargestellt.

3.1.8 Auswirkung der Kombinationstherapie von 3PO und Bestrahlung auf die
Migration von HCT-116 und HT-29 in vitro

Das Migrationsverhalten von KRK-Zelllinien wahrend einer Behandlung mit 3PO in Kom-
bination mit Bestrahlung wurde mit einem Wundheilungs-Assay tberpriift. Die Bestrahlung
wurde 4 h nach der Zugabe von 3PO mit einer Einzeldosis von 6 Gy durchgefithrt. HCT-
116 Zellen und HT-29 Zellen zeigten ein signifikant verringertes Migrationspotential in einer
zeitlichen Konzentrations-Wirkungs-Abhangigkeit (Abb. 16 A — B). HCT-116 Zellen zeigten
unter Verwendung von 10 uM und 25 uM 3PO eine signifikante Abnahme der Migration
gegentiber der nicht bestrahlten Kontrolle. Die alleinige RT fithrte zu keiner Verdnderung
des Migrationsverhaltens von HCT-116 (Abb. 16 A). Im Gegensatz dazu wurde eine signifi-
kante Zunahme der Migration von HT-29 Zellen, die mittels alleiniger RT behandelt wurden,

gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle gemessen. Weiterhin zeigten HT-29 Zellen eine
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signifikante Reduktion der Migration bei 25 uM 3PO (Abb. 16 B). Die Fihigkeit zur Migra-
tion der Tumorzelllinien wird durch die GréBe der zellfreien Fliche zwischen den Zellfron-
ten verdeutlicht. Im Verlauf des Versuchs wurde die Fliche zwischen den Zellfronten durch
migrierende Zellen bedeckt. Die reprisentativen Aufnahmen von HCT-116 und HT-29 Zel-
len nach 30 h ergaben einen erkennbaren Unterschied in der Gréfle des zellfreien Areals
(Abb. 16 C — D). Dabei erschien die zellfreie Fliche zwischen den Zellfronten in der nicht
bestrahlten Kontrollgruppe kleiner verglichen mit den 3PO-behandelten Gruppen zum glei-
chen Zeitpunkt. Dies verdeutlichte die verminderte Migrationsfahigkeit von HCT-116 Zellen
und HT-29 Zellen unter der Kombinationsbehandlung von 3PO und Bestrahlung.
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Abb. 16 (A — D) Effekt einer Kombinationstherapie von 3PO und Radiotherapie auf die Mig-
rationsfihigkeit von Tumorzellen. Analyse des prozentualen Anteils der geschlossenen Spaltbreite
nach Entfernung der Zellkultureinsitze im zeitlichen Verlauf von HCT-116 (A) und HT-29 (B). Ab-
bildungen eines reprisentativen Verlaufs vom Spaltverschluss durch Migration von HCT-116 (C)
und HT-29 Zellen (D) abhingig von unterschiedlichen Konzentrationen von 3PO in Kombination
mit Radiotherapie an verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt ist die Spaltbreite direkt nach dem Ent-
fernen der Zellkultureinsitze zum Zeitpunkt 0 h durch eine gestrichelte schwarze Linie. Die migrier-
ten Zellfronten wurden nach 30 h fir HCT-116 (C) und HT-29 (D) dutch eine durchgezogene Linie
dargestellt.
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3.1.9 Einfluss von 3PO auf die Invasivitit von HCT-116 und HT-29 7n vitro

Eine wichtige Grundlage fiir die Metastasierung von Tumorzellen bildet die Invasion. Dazu
missen Krebszellen in der Lage sein, die Basalmembran zu Gberwinden. Mittels proteolyti-
scher Enzyme werden Bestandteile der Basalmembran degradiert und die Zellen kénnen in
die extrazellulire Matrix eindringen. Anhand einer Boyden-Kammer (siche Kap. 2.2.2.6)
wurde die Auswirkung einer PFKFB3-Blockade durch 3PO auf die Invasivitit der Tumor-
zelllinien des KRK untersucht. Mit steigender Konzentration von 3PO ergab sich eine sig-
nifikante Abnahme invasiver Zellen von HCT-116 und HT-29 konzentrationsabhingig
(Abb. 17 A — B). Die relative Invasivitit sank fiir HCT-116 Zellen bei 10 uM 3PO auf 84 %
und bei 100 uM auf 42 % ab (Abb. 17 A). HT-29 Zellen zeigten eine Reduktion der relativen
Invasivitit auf 63 % bei 10 uM 3PO und 32 % bei 100 uM 3PO (Abb. 17 B).

120+ 120+
< 100+ < 100
:"E dedk ;‘g
S 80 = 807
m g ekdk
Z 60" = 604
® dede ek 0
2 40- = 40 *kkk
® =
2 90 2 204
0- o o O
¢ L L N
© & & S
*_oo RO \QQQ & K \BQQ

Abb. 17 (A — B) Effekt von 3PO auf die Tumorzellinvasivitit. Abgebildet ist die relative Invasi-
vitit von HCT-116 (A) und HT-29 (B) Zellen behandelt mit verschiedenen Konzentrationen von
3PO tber eine Dauer von 96 h. Die Invasivitit der behandelten Zellen wird relativ zur Kontroll-

gruppe in Prozent angegeben.

3.1.10 Auswirkung der Kombinationstherapie von 3PO und Bestrahlung auf die
Invasivitit von HCT-116 und HT-29 in vitro

Die Wirkung einer PFKFB3-Blockade in Kombination mit Bestrahlung auf die Invasivitit
von Krebszellen, wurde mit einem weiteren Invasions-Assay untersucht. Die Bestrahlung
wurde 4 h nach der Zugabe von 3PO mit einer Einzeldosis von 6 Gy durchgefiihrt. Mit
steigender Konzentration von 3PO in Kombination mit Bestrahlung ergab sich eine signifi-
kante Abnahme invasiver Zellen von HCT-116 und HT-29 konzentrationsabhingig gegen-
tber der Kontrolle (Abb. 18 A — B). Die relative Invasivitit sank fiir HCT-116 Zellen bei
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10 uM 3PO auf 63 % und bei 100 uM auf 28 % ab (Abb. 18 A). HT-29 Zellen zeigten eine
Reduktion der relativen Invasivitit auf 48 % bei 10 uM 3PO und auf 20 % bei 100 uM 3PO
(Abb. 18 B). Die alleinige Bestrahlung von HCT-116 und HT-29 Zellen fiihrte zu keiner

Verinderung der Invasivitit.
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Abb. 18 (A — B) Effekt einer Kombinationstherapie von 3PO und Radiotherapie auf die In-
vasivitidt von Tumorzellen. Abgebildet ist die relative Invasivitit von HCT-116 (A) und HT-29 (B)
Zellen. Die Krebszellen wurden in einer Boyden-Kammer plattiert und mit verschiedenen Konzent-
rationen von 3PO fiir einem Zeitraum von 96 h inkubiert. Die Bestrahlung der Zellen mit einer Dosis
von 6 Gy wurde 4 h nach der Zugabe von 3PO durchgefithrt. Die Invasivitit der behandelten Zellen

wird relativ zur Kontrollgruppe in Prozent angegeben.
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3.2 Etablierung von PDX-Modellen des KRK in vivo

Tumorproben des Rektumkarzinoms HROC239 und des kolorektalen Karzinoms G6 Pt. 23
wurden in PrkdcScid-Mause s. c. transplantiert. Vom Beginn der erstmaligen Tumorimplan-
tation bis zum Therapiestart der Kohorten vergingen 132 Tage fiir HROC239 und 92 Tage
fir G6 Pt. 23. In dieser Zeit durchliefen die Tumoren zwei Generationen von Miusen. Von
der Transplantation der Tumoren in die Behandlungsgruppen bis zum Start der Therapie-
versuche vergingen fur HROC239 35 Tage und G6 Pt. 23 11 Tage. Die Behandlung der
PDX-Mausmodelle wurde ab einem durchschnittlichen Tumotvolumen von 150 — 200 mm®
gestartet. Zu diesem Zeitpunkt waren die s. c. gelegenen Tumoren makroskopisch sichtbar.
Die Tumoren der unterschiedlichen Passagen zeigten ein exponentiell verlaufendes Wachs-
tumsverhalten. Mikroskopisch behielten die Tumoren innerhalb der verschiedenen Passagen

das histologische Erscheinungsbild eines Adenokarzinoms bei (Abb. 19).

Abb. 19 Histologisches Wachstumsmuster des PDX-Modells HROC239 — Rektumkarzinom.
Abgebildet sind die histologischen Gewebeschnitte des PDX-Modells HROC239 der Passagen IF0,
F1 und F2 in HE-Firbung. Schwarzer Mal3stabsbalken: 200 pm. Weiler MafB3stabsbalken: 50 um.
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3.3 Therapie humaner KRK mit einer Kombination aus 3PO und

Bestrahlung

Der Effekt einer dualen Therapie von PDX-Tumoren des KRK wurde mittels 3PO in Kom-
bination mit RT untersucht. Die Behandlung wurde, wie in der Abb. 6 (siche Kap. 2.2.3.6)
dargestellt, durchgefithrt. Zu Beginn der Therapie erfolgten die i. p. Injektionen von
25 mg/kg 3PO zur Induktion der TVN. Die Bestrahlung wurde mit 14 Dosen a 1,8 Gy Ein-
zeldosis appliziert. Dies entsprach der gleichen Einzeldosis, die Patient*innen zur neoad-
juvanten Behandlung bei fortgeschrittenem lokalem Rektumkarzinom erhalten. Nach The-
rapieende wurden die Tumoren explantiert und histologische sowie immunhistochemische

Farbungen angefertigt und analysiert.

3.3.1 Untersuchung der Tumorvaskularisierung nach einer Kombinationstherapie
mit 3PO und Bestrahlung
Als ein Regulator der Glykolyse steuert PEKFB3 die Proliferation und Migration von TEZ
und nimmt Einfluss auf die Angiogenese. Um die Auswirkung einer PFKFB3-Blockade
durch 3PO in Kombination mit Bestrahlung auf die Tumorvaskularisierung zu analysieren,
wurde mittels Immunfluoreszenztirbung von Cluster of Differentiation 31 (CD31) die Expres-
sion von Endothelzellen im Tumorgewebe dargestellt (Abb. 20 D — G). Eine signifikante
Abnahme der Fliche von CD31-positivem Endothel wurde bei der Behandlung mit alleiniger
RT beobachtet. Wohingegen die Therapie mit 3PO und RT+3PO das Areal der CD31-po-
sitiven Flache nicht signifikant gegentiber der Kontrollkohorte verinderte (Abb. 20 A). Zur
weiteren Analyse wurde die Gefid3anzahl bestimmt. Diese ergab eine signifikante Abnahme
unter RT und unter der Kombinationsbehandlung aus RT+3PO. Die alleinige PFKFB3-
Blockade durch 3PO erbrachte keine signifikanten Verinderungen in der Gefil3anzahl (Abb.
20 B). Untersuchungen zur LumengréBe der Gefil3e zeigten eine signifikante Zunahme nach
der Behandlung mit 3PO, RT und RT+3PO. Bei zusitzlicher Gabe von 3PO zur RT wurde
eine signifikante Zunahme der Fliche der GefiBSlumen gegentiber der alleinigen RT festge-

stellt (Abb. 20 C).
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Abb. 20 (A — G) Analysen zur Tumorvaskularisierung von HROC239. Analyse des prozentualen
Anteils an CD31-positivem Endothel (%) bezogen auf die gesamte Fliche (A). Anzahl der Getille
pro Bildausschnitt (B). Fliche der Lumen in pm? der Gefil3e (C). Abgebildet sind reprisentative Im-
munfluoreszenzfirbungen von rot gefirbten CD31-positiven Endothelflichen des Tumorgewebes
der Kontrolle (D), 3PO (E), RT (F) und RT+3PO (G). Weiller Mal3stabsbalken: 25 pm.

3.3.2 Analyse der Tumorhypoxie nach Behandlung mit 3PO und Bestrahlung

Die Tumorhypoxie wurde als Indikator fiir die Oxygenierung des Tumorgewebes gemessen.
Um die Auswirkung einer Kombinationstherapie aus RT und 3PO auf die Tumorhypoxie zu
untersuchen, wurden die hypoxischen Areale im Tumorgewebe mittels immunhistochemi-
scher Firbung durch Pimonidazol dargestellt (Abb. 21 A — E). Nach alleiniger Behandlung
mit RT wurden keine signifikanten Verinderungen in der hypoxischen Fliche nachgewiesen.
Die Therapie mit 3PO reduzierte signifikant die gemessenen hypoxischen Areale im Tum-
orgewebe. Die Kombinationstherapie aus RT+3PO ergab keine signifikante Abnahme der
hypoxischen Areale im Vergleich zur Kontrolle. Gegentiber der alleinigen Bestrahlung wurde

jedoch eine signifikante Abnahme der hypoxischen Fliche im Tumorgewebe festgestellt.
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Abb. 21 (A — E) Analyse der Hypoxie im Tumorgewebe des KRK HROC239. Analyse des
relativen Anteils der hypoxischen Areale (%) in Bezug zur gesamten Tumorfliche (A). Reprisentative
Aufnahmen der Pimonidazol-Firbung des Tumorgewebes der Kontrolle (B), 3PO (C), RT (D) und
RT+3PO (E). Hypoxisches Tumorgewebe wird durch Pimonidazol braun gefirbt.

3.3.3 Wachstum der PDX-Modelle wihrend einer Behandlung mit 3PO und
Bestrahlung

Anhand von 18 PDX-Miusen des Rektumkarzinoms HROC239 wurde die In-vivo-Wirkung
einer PFKFB3-Blockade durch 3PO in Kombination mit RT auf das Wachstum s. c. gelege-
ner Tumoren analysiert (Tbl. 14 und Abb. 22).

Tbl. 14 Daten von HROC239 wihrend Therapie mit 3PO in Kombination mit Bestrahlung

. . ) ] 0
HROC239 Anzahl Korpergewichtsver- treatment to control (t/c)-Wert (%)

Miuse anderungen (%) am Endpunkt des Tierversuchs
Kontrolle 5 + 0,2 100
3PO 4 + 1,4 91
RT 4 + 0,8 15
RT+3PO 5 -1,6 17

Ab einer TumorgroBe von 150 — 200 mm”® wurden die Versuchstiere randomisiert und an-
hand des Tumorvolumens gleichmiBig den verschiedenen Therapiearmen (Kontrolle, 3PO,
RT und RT+3PO) zugeordnet. Um den Tumorblutgefil3 normalisierenden Effekt von 3PO
zu induzieren, wurden die Mause vor Beginn der Bestrahlung mit fiinf Gaben 3PO vorbe-

handelt. Mit der sechsten Gabe von 3PO wurde erstmals die Bestrahlung mit 1,8 Gy
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Einzeldosis durchgefiihrt. Erste signifikante Unterschiede im Tumorwachstum wurden 16
Tage nach Therapiebeginn zwischen der Kontrollkohorte gegeniiber der RT- (t/c: 27 %, p
< 0,05) und RT+3PO-Kohorte (t/c: 28 %, p < 0,05) gemessen. Im weiteren Verlauf der
Behandlung wurden die Miuse der Kontrollgruppe nach 55 Tagen getotet. Eine Woche spi-
ter wurden die Versuchstiere der 3PO-Kohorte getotet. Die Versuchstiere der RT- und
RT+3PO-Kohorte wurden bis insgesamt 90 Tage nach der Tumorimplantation weiter beo-
bachtet, um die langfristigen Auswirkungen auf das Auftreten von Wachstumsrezidiven zu
beobachten. Wihrend dieses Zeitraums wurde kein erneutes Wachstum der Tumoren fest-
gestellt. Sowohl die mit RT behandelten Tumoren (t/c: 15 %, p < 0,05) als auch die mit einer
Kombination aus 3PO und RT therapierten Versuchstiere (t/c: 17 %, p < 0,05) wiesen ein

signifikant verringertes Tumorwachstum gegentiber der Kontrollgruppe auf.
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Abb. 22 Relative Wachstumskurve von HROC239 wihrend der Behandlung mit 3PO
(25 mg/kg) und RT (1,8 Gy) allein und in Kombination. Der Tumor-Volumenindex gibt die
relative GréBlenzunahme der Tumoren im Verlauf der Therapie gegeniiber dem Behandlungsstart an.
Die zeitliche Gabe von 3PO (blau) und Durchfithrung der Bestrahlung (tiirkis) wird durch Pfeile

verdeutlicht. Die Tumorvolumen sind als Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

Nach der Tétung der Versuchstiere wurden die Tumoren explantiert und gewogen (Abb.
23). Ein signifikant verringertes Gewicht wiesen die Tumoren der RT- und RT+3PO-Ko-
horte gegentiber der Kontrollgruppe auf. Gewichtsunterschiede zwischen den explantierten

Tumoren der Kontrollgruppe und der mit 3PO behandelten Kohorte wurden nicht ermittelt.
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Abb. 23 Gewicht der Tumoren nach Abschluss der Behandlung. Abgebildet sind die mittleren
Gewichte der Tumoren einer Behandlungsgruppe nach Abtétung der Versuchstiere. Das Gewicht

wird in Gramm angegeben. Die Fehlerbalken werden als Standardfehler des Mittelwerts dargestellt.

3.3.4 Residuale Tumorfliche nach einer Behandlung mit 3PO und Bestrahlung

Im Anschluss an die Therapie der PDX-Tumoren wurde die residuale Tumorfliche anhand
von histologischen Schnitten ermittelt (Abb. 24 A — E). Die residuale Tumorfliche nahm in
der RT-Kohorte und der RT+3PO-Kohorte gegeniiber der Kontrolle signifikant ab. Im Ver-
gleich zwischen diesen beiden Kohorten zeigte die Behandlungskohorte mit zusitzlicher
Gabe von 3PO eine signifikant verminderte residuale Tumorfliche. Die Verabreichung von

3PO allein veranderte die Fliche des Residualtumors nicht.
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Abb. 24 (A — E) Analyse der residualen Tumorfliche des PDX-Modells HROC239. Analyse
des relativen Anteils der Fliche des Residualtumors (%) in Bezug zur gesamten Fliche (A). Repri-
sentative Aufnahmen des Tumorgewebes in HE-Firbung der Kontrolle (B), 3PO (C), RT (D) und
RT+3PO (E). Schwarzer MaB3stabsbalken: 500 um.
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3.3.5 BrdU-Proliferationsindex nach einer Behandlung mit 3PO und Bestrahlung

Um die Auswirkung einer Therapie aus 3PO in Kombination mit RT auf die Tumorzell-
proliferationsrate zu untersuchen, wurde der BrdU-Proliferationsindex im Tumorgewebe
analysiert (Abb. 25 A — E). Eine signifikante Zunahme des Proliferationsindex wurde unter
Behandlung mit RT sowie unter der Kombinationstherapie bestehend aus RT+3PO beo-
bachtet. Im Vergleich zwischen den beiden bestrahlten Kohorten wies die Behandlungsko-
horte, die zusitzlich 3PO verabreicht bekam, eine signifikant verminderte Tumorzellprolife-

ration auf. Die Therapie mit 3PO allein fiihrte zu keiner signifikanten Verinderung.
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Abb. 25 (A — E) Analyse des BrdU-Proliferationsindex im Tumorgewebe des KRK
HROC239. Analyse des Proliferationsindex als relativer Anteil BrdU-positiver Zellen zu allen Zel-
len (A). Reprisentative Aufnahmen des Tumorgewebes der Kontrolle (B), 3PO (C), RT (D) und
3PO+RT (E). Proliferierende Zellen werden durch BrdU braun gefirbt.
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3.4 Therapie humaner KRK mit einer Kombination aus 3PO und

Radiochemotherapie

Untersucht wurde der Effekt der Therapie von PDX-Tumoren des KRK mittels 3PO in
Kombination mit einer RCT. Die Therapie wurde, wie in der Abb. 7 (siche Kap. 2.2.3.6)
dargestellt, durchgefithrt. Zu Beginn der Therapie erfolgten die i. p. Injektionen von
25 mg/kg 3PO zur Induktion der TVN. Fir die Bestrahlung wurden 14 Dosen a 1,8 Gy
Einzeldosis appliziert. Die i. p. Injektion von 20 mg/kg 5FU erfolgte am 10. und 11. sowie
am 22. und 23. Behandlungstag. Nach Therapieende wurden die Tumoren explantiert und

histologische sowie immunhistochemische Firbungen angefertigt und analysiert.

3.4.1 Untersuchung der Tumorvaskularisierung nach einer Kombinationstherapie
aus 3PO und RCT

Als ein Regulator der Glykolyse steuert PFKIFB3 die Proliferation und Migration von TEZ
und nimmt Einfluss auf die Angiogenese. Um die Auswirkung einer PFKFB3-Blockade
durch 3PO in Kombination mit einer RCT auf die Tumorvaskularisierung zu analysieren,
wurden mittels Immunfluoreszenzfirbung von CD31 die Expression von Endothelzellen im
Tumorgewebe dargestellt (Abb. 26 D - H). Eine signifikante Abnahme der Fliche von
CD31-positivem Endothel wurde bei der Behandlung mit 5FU, 5FU+RT und
S5FU+RT+3PO beobachtet. Wohingegen die alleinige Therapie mit 3PO das Areal der
CD31-positiven Fliche nicht verinderte (Abb. 26 A). Die Geti3anzahl nahm unter Therapie
mit 5FU, 5FU+RT und 5FU+RT+3PO signifikant ab (Abb. 26 B). Untersuchungen der
Gefifllumengrofle ergaben eine signifikante Zunahme nach Therapie mit 3PO und
S5FU+RT+3PO im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit 5FU und 5SFU+RT fihrte
zu keinen Veridnderungen der Fliche der GefiSlumen (Abb. 26 C).
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Abb. 26 Analysen zur Tumorvaskularisierung von G6 Pt. 23. Analyse des prozentualen Anteils
an CD31-positivem Endothel (%) bezogen auf die gesamte Fliche (A). Anzahl der Gefil3e pro Bild-
ausschnitt (B). Fliche der Lumen in pm? der Gefil3e (C). Abgebildet sind reprisentative Immunflu-

T
@

oreszenzfirbungen von rot gefirbten CD31-positiven Endothelflichen des Tumorgewebes der Kon-
trolle (D), 3PO (E), 5FU (F), 5FU+RT (G) und 5SFU+RT+3PO (H). Weiler MaB3stabsbalken: 25 um.

3.4.2 Analyse der Tumorhypoxie nach einer Behandlung mit 3PO und RCT

Die Tumorhypoxie wurde als Indikator fiir die Oxygenierung des Tumorgewebes gemessen.
Um die Auswirkung einer RCT in Kombination mit 3PO auf die Tumorhypoxie zu untersu-
chen, wurden die hypoxischen Areale im Tumorgewebe mittels immunhistochemischer Fir-
bung durch Pimonidazol dargestellt (Abb. 27 A — F). Unter Therapie mit 5FU und der Kom-
binationsbehandlung aus SFU+RT wurden keine signifikanten Verinderungen nachgewie-
sen. Die Therapie mit 3PO reduzierte signifikant die gemessene hypoxische Fliche im Tum-
orgewebe. Auch die Kombinationstherapie aus SFU+RT+3PO ergab eine signifikante Ab-
nahme der hypoxischen Areale im Vergleich zur Kontrolle sowie zur Kombinationsbehand-

lung bestehend aus 5SFU+RT.
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Abb. 27 Analyse der Hypoxie im Tumorgewebe des KRK G6 Pt. 23. Analyse des relativen An-
teils der hypoxischen Areale (%) in Bezug zur gesamten Tumorfliche (A). Reprisentative Aufnahmen
des Tumorgewebes der Kontrolle (B), 3PO (C), 5FU (D), 5SFU+RT (E) und 5FU+RT+3PO (F).

Hypoxisches Tumorgewebe wird durch Pimonidazol braun gefirbt.

3.4.3 Wachstum der PDX-Modelle wihrend einer Behandlung mit 3PO und RCT

Anhand von 31 PDX-Miusen des KRK G6 Pt. 23 wurde, die In-vivo-Wirkung einer
PFKFB3-Blockade durch 3PO in Kombination mit RCT auf das Wachstum s. c. gelegener
Tumoren analysiert (Tbl. 15 und Abb. 28).

Tbl. 15 Daten von Go6 Pt. 23 wihrend der Therapie mit 3PO in Kombination mit einer RCT

Gé. Pt. 23 Anzahl Korpergewichtsver- treatment to control (t/c)-Wert (%)

Miuse anderungen (%) am Endpunkt des Tierversuchs
Kontrolle 6 + 0,4 100
3PO 6 -3,6 102
5FU 5 + 0,6 87
S5FU+RT 7 -57 24
5FU+RT+3PO 7 - 6,1 23

Ab einer TumorgroBe von 150 — 200 mm” wurden die Versuchstiere randomisiert und an-
hand des Tumorvolumens gleichmiBig den verschiedenen Therapiearmen (Kontrolle, 3PO,
5FU, 5FU+RT und 5FU+RT+3PO) zugeordnet. Um den Tumorblutgefi normalisieren-

den Effekt von 3PO zu induzieren, wurden die Mause vor Beginn der Bestrahlung mit fiinf
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Gaben 3PO vorbehandelt. Mit der sechsten Gabe von 3PO wurde erstmals die Bestrahlung
mit 1,8 Gy durchgefiihrt. Erste anhaltende signifikante Unterschiede im Tumorwachstum
wurden 12 Tage nach Therapiebeginn zwischen der Kontrollkohorte und der
5FU+RT+3PO-Kohotte (t/c: 53 %, p < 0,05) und nach 17 Tagen fiir die 5SFU+RT-Kohortte
(t/c: 47 %, p < 0,05) gemessen. Im weiteren Verlauf der Behandlung wurden die Versuchs-
kohorten 42 Tage nach Tumorimplantation getétet. Sowohl die mit 5SFU+RT behandelten
Tumorten (t/c: 24 %, p < 0,05) als auch die mit einer Kombination aus 5SFU+RT+3PO the-
rapierten Versuchstiere (t/c: 23 %, p < 0,05) zeigten ein signifikant verringertes Tumot-
wachstum gegenuber der Kontrollgruppe auf. Die Tietkohotten, die allein mit 3PO (t/c:
102 %) und 5FU (t/c: 87 %) behandelt wurden wiesen keine signifikante Abnahme des Tu-

morwachstums auf.
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Abb. 28 Relative Wachstumskurve von G6 Pt. 23 wihrend der Behandlung mit 3PO
(25 mg/kg), 5FU (20 mg/kg) und RT (1,8 Gy) allein und in Kombination. Der Tumot-Volu-
menindex gibt die relative GréBenzunahme der Tumoren im Verlauf der Therapie gegeniiber dem
Behandlungsstart an. Die zeitliche Gabe von 3PO (blau), 5FU (tiirkis) und die Durchfithrung der
Bestrahlung (gelb) wird durch Pfeile verdeutlicht. Die Fehlerbalken der Tumorvolumen sind als Stan-
dardfehler des Mittelwerts dargestellt.

Nach der Tétung der Versuchstiere wurden die Tumoren explantiert und gewogen (Abb.
29 A). Ein signifikant verringertes Gewicht wiesen die Tumoren der 5FU+RT- und

S5FU+RT+3PO-Kohorte gegeniiber der Kontrollgruppe auf. Signifikante Unterschiede
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zwischen der Kontrollgruppe und den mit 3PO sowie 5FU allein behandelten Versuchstieren
wurden nicht gemessen. Makroskopisch (Abb. 29 B —T) zeigte sich eine Abnahme der Grof3e
der Tumoren der 5FU+RT-Kohorte und 5FU+ RT+3PO-Kohorte nach Explantation.
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Abb. 29 Gewicht der Tumoren von G6 Pt. 23 nach Abschluss der Behandlung. Abgebildet sind
die mittleren Gewichte der Tumoren einer Behandlungsgruppe nach Abtétung der Versuchstiere (A).
Das Gewicht wird in Gramm angegeben. Die Fehlerbalken werden als Standardfehler des Mittelwerts
dargestellt. Makroskopisch sind die Tumoren direkt nach der Explantation fir die Kontrolle (B),
3PO (C), 5FU (D), 5SFU4RT (E) und 5FU+RT+3PO (F) dargestellt.

3.4.4 Residuale Tumorfliche nach einer Behandlung mit 3PO und RCT

Im Anschluss an die Behandlung wurde die residuale Tumorfliche anhand von histologi-
schen Schnitten ermittelt (Abb. 30 A — F). Eine signifikante Abnahme der residualen Tu-
morfliche zeigte sich in der SFU+RT-Kohorte und der 5SFU+RT+3PO-Kohorte gegeniiber
der Kontrolle. Im Vergleich zwischen diesen beiden Kohorten wurde keine verminderte re-
siduale Tumorfliche gemessen. Die alleinige Gabe von 3PO und 5FU fiihrte zu keiner Ver-

inderung der Fliche des Residualtumors.
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Abb. 30 Analyse der residualen Tumorfliche des KRK G6 Pt. 23. Analyse des relativen Anteils
der Fliche des Residualtumors (%) in Bezug zur gesamten Fliche (A). Reprisentative Aufnahmen
des Tumorgewebes in HE-Firbung der Kontrolle (B), 3PO (C), 5SFU (D), SFU+RT (E) und
S5FU+RT+3PO (F). Schwarzer MaB3stabsbalken: 500 pum.

3.4.5 BrdU-Proliferationsindex nach einer Behandlung mit 3PO und RCT

Um die Auswirkung einer RCT in Kombination mit 3PO auf die Tumorzellproliferationsrate
zu untersuchen, wurde der BrdU-Proliferationsindex im Tumorgewebe analysiert (Abb. 31
A — F). Eine signifikante Zunahme des Proliferationsindex wurde nach Behandlung mit
5FU+RT sowie nach der Kombinationstherapie zusammengesetzt aus 5SFU+RT+3PO beo-
bachtet. Die alleinige Therapie mit 3PO und 5FU ergab keine signifikanten Verinderungen.
Im Vergleich zwischen beiden Kohorten, bei denen eine RCT durchgefiihrt wurde, fiithrte

die zusitzliche Applikation von 3PO zu keiner Verdnderung des Proliferationsindex.
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Abb. 31 Analyse des BrdU-Proliferationsindex im Tumorgewebe des KRK G6 Pt. 23. Analyse
des Proliferationsindex als relativer Anteil BrdU-positiver Zellen zu allen Zellen (A). Reprisentative
Aufnahmen des Tumorgewebes der Kontrolle (B), 3PO (C), 5FU (D), 5FU+RT (E) und
S5FU+RT+3PO (I). Proliferierende Zellen werden durch BrdU braun gefirbt.
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4 Diskussion

Diese Arbeit untersucht die Auswirkungen einer PFKFB3-Blockade durch 3PO an verschie-
denen Zelllinien des KRK und in HUVEC. Des Weiteren wurden Versuche mit einer Kom-
binationstherapie bestehend aus 3PO und RT an Zelllinien des KRK durchgefiihrt. In der
aktuellen Literatur sind bislang noch keine Veroffentlichungen verfiigbar, welche die Wir-
kung von 3PO in Kombination mit ionisierender Strahlung auf Zellen des KRK untersucht
haben. Im Anschluss an die [#-vitro-Versuche wurden PDX-Mausmodelle des KRK etabliert
und mit einer Kombination aus 3PO und RT bzw. RCT behandelt. Erkenntnisse dieser Ar-
beit deuten darauf hin, dass die Verwendung von 3PO in Kombination mit bisheriger Stan-
dard-RCT einen vielversprechenden Ansatz fir die Behandlung von Patient*innen mit KRK

darstellen konnte.

4.1  3PO beeinflusst konzentrationsabhingig die Zellproliferation,
Zellviabilitiat, Migrationsfihigkeit und Invasivitit von

kolorektalen Krebszellen

Die pharmakologische Blockade von PFKFB3 mittels 3PO stellt eine interessante antineo-
plastische Strategie dar, weil besonders hochproliferative Tumorzellen Glukose verstoff-
wechseln und sensibel auf Glukosedeprivation reagieren (Clem et al. 2008). Im xCELL-
igence-Assay wurden morphologische Verdnderungen und eine reduzierte Proliferation der
Krebszellen (siche Kap. 3.1.1) beobachtet. Dieses Ergebnis bestitigt bisherige Untersuchun-
gen, die einen Einfluss von 3PO auf die Zellproliferation von transformierten Zellen zeigten
(Clem et al. 2008). Eine genaue Differenzierung des Verhaltens der Zellen im xCELLigence
ist nicht méglich, da Verinderungen im Zellindex durch verschiedene Parameter beeinflusst
werden kénnen. Anderungen des Adhirenzverhaltens und der Proliferationsstirke nehmen
Einfluss auf den Zellindex. Krebszellen verlieren wahrend der Behandlung mit zytotoxischen
Substanzen ihre natiirliche Morphologie und Adhirenzfihigkeit, wodurch der Zellindex ab-
nimmt. Demgegentiber kénnen zytotoxische Substanzen ebenfalls zu einer Abplattung der
Zellen fuhren. In Folge einer vergroBerten Ausdehnung kann sich der Zellindex erhéhen
(Xing et al. 2006). Daher wurden zur niheren Charakterisierung der Wirkung von 3PO auf
HCT-116 Zellen, HT-29 Zellen und HUVEC weitere Analysen zur Zellproliferation, zum
Zelltod sowie zur Migrations- und Invasionsfihigkeit durchgefithrt. Die Analysen zur Zell-
proliferation im CTB-Assay und zum Zelltod im LDH-Assay ergaben bei allen verwendeten
Zelllinien einen konzentrationsabhingigen Effekt. Mit steigender Konzentration von 3PO

nahm die Zellproliferation ab. Dem entgegengesetzt stieg die LDH-Freisetzung an. Die
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zytotoxische Wirkung von 3PO wurde bereits an Zelllinien der akuten T-Zell Leukdmie (Ju-
rkat Zellen), der chronisch myeloischen Leukiamie (IKK562), der akuten Promyelozyten Leu-
kiamie (HL-60), eines Zervixkarzinoms (Hela), eines metastasierten Adenokarzinoms der
Brust (MDA-MB231) und anhand von Melanomzellen (CRL-11174) nachgewiesen (Clem et
al. 2008). Zuletzt wurde in Versuchen an A375 Melanomzellen und Krebszelllinien des En-
dometriumkarzinoms gezeigt, dass hohe Konzentrationen von 3PO zytotoxisch wirken. Die
Caspase 3 vermittelte Induktion der Apoptose wurde als Hauptmechanismus der Einleitung
des Zelltods bei Krebszelllinien der Brust, des Ovars, des Endometriums sowie bei Mela-
nomzellen ermittelt (Xintaropoulou et al. 2015; Kotowski et al. 2020; Xiao et al. 2021). Bis-
herige Studien weisen darauf hin, dass die zytotoxische Wirkung bei einer PFKFB3-Blockade
durch eine verinderte Expression von Cyclin-abhingigen Kinasen und eine Herunterregula-
tion der ERCC1-Expression vermittelt wird. Die beobachtete Abnahme der Zellviabilitit ist
durch die Einleitung des Zellzyklusarrests sowie der Beeintrichtigung von DNA-Reparatur-

funktionen zu erkliren (Yalcin et al. 2009a; Shi et al. 2018).

Anhand friherer In-vitro-Studien wurde eine signifikante Abnahme der Zellviabilitit von
A375 Melanom Zellen nach 24 h Inkubation bei 50 uM 3PO beschrieben (Kotowski et al.
2020). Dies stimmt mit den Ergebnissen des CTB- und LDH-Assays der HT-29 Krebszellen
Gberein. Im Vergleich dazu zeigten HCT-116 Zellen bereits ab 25 uM 3PO eine signifikante
Abnahme der Zellviabilitit und reagierten sensibler auf 3PO. In einer aktuellen Arbeit wurde
gezeigt, dass 3PO in einer Konzentration von 40 uM eine zytotoxische Wirkung auft HUVEC
austibt (Veseli et al. 2020). Dies ist konsistent mit den Ergebnissen des CTB- und LDH-
Assays in dieser Arbeit. Signifikante zytotoxische Effekte erbrachten die Versuche an

HUVEC ab einer Konzentration von 30 uM bzw. 50 uM 3PO.

Bei verschiedenen Tumorerkrankungen besteht eine Korrelation zwischen dem Gesamt-
tberleben und einer erhéhten Metastasierungsrate bei gesteigerter PEKFB3-Expression (de
Oliveira et al. 2021; Kotowski et al. 2021). Verinderungen im zelluliren Stoffwechsel von
Krebszellen sind fir die Tumorentstehung und -progression in ungtnstiger Umgebung un-
abdingbar. Als Beispiel hierfur gilt unter anderem eine verstirkte glykolytische Aktivitit (Pa-
vlova und Thompson 2016). Frihere Studien haben bereits verdeutlicht, dass die Blockade
der Glykolyse in Krebszellen mit einem Rearrangement des Zytoskeletts einhergeht,
wodurch die Tumorzellmigration sowie die Tumorzellinvasion beeintrichtigt wird (Sottnik
et al. 2011; Du et al. 2015; Han et al. 2016). Eine signifikante Abnahme der Migration unter
Therapie mit 3PO wurde bei beiden Krebszelllinien HCT-116 und HT-29 gemessen. Wei-

terfiihrende Untersuchungen unter Einbeziehung von zellmigrationsbezogenen Genen
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wiren von Interesse. Bisherige Untersuchungen erbrachten, dass eine PEKFB3-Inhibition
mit einer vermehrten Expression von vaskulir-endothelialen(VE)-Cadherin sowie einer Ver-
minderung von Krebszelladhdsionsmolekutlen (vascular cell adbesion molecule-1, intercellular adbe-
sion molecule-1 und endothelial-selectin) einhergeht (Cantelmo et al. 2016). Eine verringerte Ex-
pression von migrations- und invasionsrelevanten Genen (PAXILIIN, VINCULIN,
CORTACTIN und WISKOTT-ALDRICH-SYNDROM-FAKTORT) wurde nach Behand-
lung mit dem PFKFB3-Inhibitor KAN0438757 in HUVEC beschrieben, jedoch nicht bei
Krebszelllinien (de Oliveira et al. 2021). Die Invasivitit von HCT-116 und HT-29 Zellen
wurde bei einer Konzentration von 100 uM 3PO signifikant reduziert. Basierend auf den
Ergebnissen des CTB- und LDH-Assays kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Abnahme durch den zytotoxischen und antiproliferativen Effekt von 3PO in hoheren Kon-
zentrationen bedingt ist. Daher wurde ein weiterer Versuch mit einer geringen Konzentra-
tion von 10 uM 3PO durchgefiihrt. In dieser Konzentration ergab sich im CTB- und LDH-
Assay keine signifikante Reduktion der Zellproliferation und Zellviabilitit. Unter Verwen-
dung von 10 pM 3PO konnte eine signifikante Abnahme der Invasivitit der Tumorzellen
beobachtet werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 3PO auch in einer nicht-
zytotoxischen Konzentration hemmend auf die Invasionsfihigkeit von Krebszellen wirkt.
Vergleichbare Studien ergaben, dass die Inhibition von PFKFB3 die Migrationsfihigkeit und
Invasivitit von CNE2 Zellen (Nasopharynxkarzinom) und CAL27 Zellen (Plattenepithel-
karzinom der Zunge), Gber die Verinderung wichtiger Marker der Epithelial-mesenchymalen
Transition, hemmt (Gu et al. 2017; Li et al. 2017). Die Inhibition von PFKFB3 stellt somit
eine Méglichkeit dar, die Motilitit von Krebszellen zu reduzieren und das Risiko der Metas-

tasierung zu verringern.

4.2 3PO wirkt strahlensensibilisierend in kolorektalen Krebszellen

Die neoadjuvante Strahlen- oder Radiochemotherapie ist ein wichtiger Bestandteil der Be-
handlung von Patient*innen mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom. Das Ansprechen
der Patient*innen auf die praoperative RCT ist heterogen und reicht von der Ausbildung von
Resistenzen und Krankheitsprogression, trotz intensiver Behandlung, bis hin zur vollstindi-
gen Rickbildung des Tumors. Um die Entwicklung von Strahlentherapieresistenzen zu tiber-
winden, ist es notwendig, die bisherigen Behandlungsansitze zu tiberprifen und weiter zu
verbessern. Fiir die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen ist eine gesteigerte
Glykolyse essenziell. Eine verstirkte Glykolyse férdert gleichzeitig die Entwicklung von

Strahlenresistenzen in Krebszellen, indem DNA-Reparaturmechanismen aktiviert und die
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Anzahl von DNA-Schiden reduziert werden kénnen (Bhatt et al. 2015). Als ein Regulator
der Glykolyse nimmt PFKFB3 eine wichtige Rolle im Metabolismus von Krebszellen ein.
Die Drosselung der Glykolyse mittels Inhibierung von PFKFB3 durch 3PO konnte in Kom-
bination mit ionisierender Strahlung synergistische, antineoplastische Wirkung erzielen. Das
Ansprechen von HCT-116 Zellen, HT-29 Zellen und SW-1463 Zellen auf ionisierende
Strahlung wurde 77 vitro durch einen Koloniebildungstest Uberpriift. Dieser Test gilt als Gold-
standard in der Strahlenbiologie zur Messung des Zelliiberlebens (Pomp et al. 1996). Die
Ergebnisse des Koloniebildungstests lassen bei allen drei Zelllinien auf eine synergistische
Wirkung von 3PO in Kombination mit RT schlieBen. HCT-116 Zellen, HT-29 Zellen und
SW-1463 Zellen zeigten bei verschiedenen Dosen ein unterschiedlich starkes Ansprechen
auf die Therapie. Frihere Untersuchungen belegten, dass Zelllinien des KRK durch eine
heterogene intrinsische Strahlensensibilitit ausgezeichnet sind (Spitzner et al. 2010). Gekenn-
zeichnet durch eine divergente Strahlensensibilitit der verschiedenen Zelllinien spiegelt die-
ses Ergebnis die interindividuelle Heterogenitit von Tumoren wider. Der stirkste Abfall der
Uberlebensfraktion, selbst bei niedrigen Strahlendosen, wurde bei HCT-116 Zellen ermittelt.
Demgegeniiber nahm die Uberlebensfraktion von HT-29 und SW-1463 Zellen erst mit stei-
gender Dosis der RT ab. Ubereinstimmend mit Ergebnissen aus vorherigen Studien wiesen
HCT-116 Zellen die hochste Strahlensensibilitidt unter den verwendeten Zelllinien auf (Spitz-
ner et al. 2010). Die Arbeitsgruppe um N. Gustaffson untersuchte das klonogene Uberleben
von U208 Zellen (Osteosarkom) wihrend einer PFKFB3-Inhibition durch KAN0438757
in verschiedenen Konzentrationen bei 0 Gy, 2 Gy und 6 Gy. Die Ergebnisse ergaben eine
dosisabhingige Radiosensibilisierung der Zellen mit einer signifikanten Abnahme der Uber-
lebensfraktion. Den Studienerkenntnissen folgend, war der radiosensibilisierende Effekt auf
die fehlende Rekrutierung von RAD51 zuriickzufiihren. Der Verlust der homologen Rekom-
bination habe zur verstirkten Toxizitdt gefihrt (Gustafsson et al. 2018). Erginzend zu den
Ergebnissen des Koloniebildungstests wurden weitere Analysen zur Zellproliferation und
zum Zelltod der Krebszellen wihrend der Behandlung mit 3PO und Bestrahlung durchge-
fihrt. Der CTB-Assay kann als eine einfache und vergleichbare Variante gegentiber dem
Koloniebildungstest zum Komplementieren der Daten angewendet werden (Anoopkumar-
Dukie et al. 2005). In den verwendeten Krebszelllinien HCT-116, HT-29 sowie HUVEC
wurde eine Abnahme der Zellproliferation im CTB-Assay bei alleiniger RT ermittelt. Alle
drei Zelllinien besallen keine zunehmende LDH-Freisetzung durch die alleinige Bestrahlung
mit 6 Gy im Vergleich zur nicht bestrahlten Kontrollgruppe. Der fehlende Anstieg der LDH-
Freisetzung nach 48 h deutet darauf hin, dass unter alleiniger RT zu diesem Zeitpunkt kein

verstirkter Zelltod zu beobachten ist, sondern die Zellen in ihrer Proliferation gehemmt
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werden. Im Einklang mit diesen Ergebnissen haben verschiedene Studien nachgewiesen,
dass ionisierende Strahlung zwischen 2 bis 8 Gy in Zelllinien von soliden Tumoren innerhalb
von 72 h nach der Bestrahlung primir zu einer Blockade der Proliferation und nicht zur
Einleitung der Apoptose fithrte (Mirzayans et al. 2005; Murray und Mirzayans 2013;
Mirzayans et al. 2017). Die Wirkung von 3PO in Kombination mit ionisierender Strahlung
ergab einen 3PO-induzierten Riickgang der Zellproliferation im CTB-Assay fur HCT-116
Zellen ab 25 uM und fir HT-29 Zellen ab 50 uM. Dies entsprach der gleichen Konzentra-
tion, in der bereits ohne Bestrahlung eine signifikante Abnahme der Zellproliferation beo-
bachtet wurde. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des CTB-Assays wurde im LDH-
Assay bei der gleichen zytotoxischen Konzentrationen ein signifikanter Anstieg der LDH-
Freisetzung festgestellt. Interessanterweise zeigten Zelliiberlebensstudien von immortalisier-
ten normalen Fibroblasten (BJ-hTERT) im Gegensatz zu BJ-RAS Zellen (WTERT-immorta-
lisierte Fibroblasten, die mit SV40 und RAS transformiert wurden) nur eine geringe Beein-
flussung des klonogenen Ubetlebens, wenn diese mit dem PFKFB3-Inhibitor KAN0438757
in Kombination mit RT behandelt wurden. Gustafsson et al. (2018) schlussfolgerten, dass
Konzentrationen die auf Krebszellen strahlensensibilisierend wirken, eine gute Vertriglich-
keit bei normalen Zellen aufweisen. Dieses Ergebnis kann nicht auf 3PO tbertragen werden.
Die Versuche an HUVEC belegten, dass 3PO in Kombination mit RT Einfluss auf den
Zelltod nimmt. Dem entsprechend wirkte 3PO nicht selektiv auf Krebszellen, sondern besal3

konzentrationsabhingig auch Auswirkungen auf normale, nicht transformierte Zellen.

Verschiedene Uberlegungen kénnen die strahlensensibilisierende Wirkung von 3PO i vitro
erkliren. Einerseits konnte 3PO die Glykolyse-induzierte Strahlenresistenz beeinflussen. Als
ein Hallmark of Cancer sind Krebszellen durch einen verinderten Glukose-Metabolismus cha-
rakterisiert. Tumorzellen sind dadurch in der Lage mittels Akkumulation von Pyruvat, Laktat,
Glutathion/Glutathiondisulfid und NAD+/NADH strahleninduzierte Radikale abzupuf-
fern. Diese Molekiile sind Produkte des Glukose-Metabolismus. Mittels Blockade von
PFKFB3 durch 3PO und einer damit einhergehenden intrazelluliren Abnahme der Kon-
zentration der Molekiile ist die strahlensensibilisierende Wirkung von 3PO nachzuvollziechen
(Sattler und Mueller-Klieser 2009). Verinderungen des Glukose-Metabolismus gehen mit
Stérungen der mitochondrialen Funktion in Krebszellen einher (Zong et al. 2016). Am Bei-
spiel des Glioblastoms und des KRK entdeckten unterschiedliche Arbeitsgruppen, dass Ano-
malien in der Funktion von Mitochondrien zu einer Strahlenresistenz fithrten. Der Transfer
normaler menschlicher astrozytirer Mitochondrien konnte die Sensitivitit gegentiber RT in
Gliomzellen verstirken (Sun et al. 2019). Anhand des KRK wurde gezeigt, dass durch St6-

rungen des respiratorischen Komplexes I, einem Schliisselprotein der Atmungskette, die
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Ausbildung von Strahlenresistenzen begtinstigt wurde. Durch die Wiederherstellung der
Funktionalitit des Komplexes I konnten Krebszellen 7z vivo und in vitro gegentiber RT sensi-
bilisiert werden (Shi et al. 2021). Daraus schlussfolgernd konnte die Blockade der Glykolyse
durch 3PO Einfluss auf den mitochondrialen Stoffwechsel in Krebszellen nehmen und diese
gegeniiber RT sensibilisieren. ATP nimmt als wichtiger Energielieferant eine zentrale Rolle
in der Reparatur von DNA-Schiden ein (Hopfner et al. 2000; Bakkenist und Kastan 2004).
Wihrend einer Drosselung der Glykolyse durch 3PO sinkt der intrazellulire ATP-Spiegel ab
(Clem et al. 2008). Dadurch steht Krebszellen weniger ATP zur Verfiigung, um die erforder-
lichen Reparaturmechanismen absolvieren zu kénnen (Pelicano et al. 2006). Zudem haben
Gustafsson et al. (2018) beschrieben, dass eine Inhibition von PFKFB3 zu einer Abnahme
des DNA-Reparatur Proteins RADS51 fihrte. Der damit einhergehende Verlust der homo-
logen Rekombination bewirkte, dass strahleninduzierte DSB nicht repariert werden konnten.
Anderseits konnte 3PO den Zellzyklus von Tumorzellen beeinflussen. Durch Clem et al.
(2008) wurde 3PO erstmals beschrieben und charakterisiert. Demnach induzierte 3PO einen
G»-M-Phase Zellzyklusarrest in Krebszellen. Auf Grundlage von Versuchen an chinesischen
Hamsterzellen durch Warren K. Sinclair in den 1960er Jahren wurde erstmals beschrieben,
dass Zellen in der G2-M-Phase besonders strahlensensibel sind (Sinclair und Morton 1966).
Die Induktion des G>-M-Phasen Zellzyklusarrests durch 3PO koénnte demnach die Sensiti-

vitit von Tumorzellen gegentiber ionisierender Strahlung erh6hen.

Die Auswirkung ionisierender Strahlung auf die Migrations- und Invasionsfahigkeit von Tu-
morzellen wird in der Literatur vielfaltig beschrieben. Verschiedene Erklirungen des Mecha-
nismus der strahleninduzierten Migration und Invasion sind bereits etabliert. Dabei nimmt
die strahleninduzierte Abnahme der Expression von VE-Cadherinen sowie die gesteigerte
Expression degradierender Proteasen eine zentrale Stellung ein (Speake et al. 2005; Jung et
al. 2007). Um die Auswirkung der dualen Therapie mit Bestrahlung und 3PO auf die Migra-
tion und Invasion von Zellen zu untersuchen, wurde ein Wundheilungs- und Invasions-As-
say durchgefiihrt. Gegentber der Kontrolle erbrachte die Kombinationstherapie eine Ab-
nahme der Migration und Invasion beider KRK-Zelllinien. Anhand von Versuchen mit
HCT-116 Zellen belegen frithere Studien, dass die Migration unter Bestrahlung in hohen
Dosen (10 Gy) abnehmen kann. Jedoch wurde in parallelen Versuchen eine Zunahme der
Migration bei 1 Gy und 3 Gy beobachtet. In weiteren Experimenten wurden wiederum keine
Verinderungen der Migrationsfihigkeit von HCT-116 Zellen festgestellt (Goetze et al. 2007).
Die Versuche mit HT-29 Zellen zeigten eine Zunahme der Migration der bestrahlten Krebs-
zellen. Eine Vielzahl von Studien belegt, dass ionisierende Strahlung die Migrationsfihigkeit

und Invasivitit von Krebszellen férdern kann (Moncharmont et al. 2014). In Experimenten
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mit U251 Zellen und U87 Zellen (Hirntumorzellen), DU-SCC5 Zellen (Kopf-Hals Tumor-
zellen) und MDA-MD-231 Zellen (Brustkrebszellen) konnte eine strahleninduzierte gestei-

gerte Migration bzw. Invasion festgestellt werden (de Bacco et al. 2011; Badiga et al. 2011;
Beck et al. 2012; Rieken et al. 2012).

4.3 Einschrinkungen der In-vitro-Versuche

Solide Tumoren sind gekennzeichnet durch besondere Aspekte in ihrem Metabolismus. In
Beziehung zur Tumormikroumgebung und genetischen Verinderungen der Zellen entstehen
einzigartige und komplexe Wechselwirkungen. Diese sind bei In-vitro-Versuchen nicht voll-
stindig reproduzierbar und stellen eine Limitation der Methodik dar (Papandreou et al. 2011).
Tumoren sind aufgrund der abnormalen Architektur der Tumorblutgefi3e durch hypoxische
Areale gekennzeichnet. Jedoch wurden alle Zellen in der Zellkultur unter standardisierten
sauerstoffreichen Bedingungen kultiviert und waren komplett unabhingig von einer Gefil3-
versorgung. Hypoxie-Kammern stellen eine Méglichkeit dar, um Zellen unter sauerstoffar-

men Bedingungen zu kultivieren (Bakmiwewa et al. 2015).

Zusammenfassend ergab die Inhibition von PFKFB3 durch 3PO eine konzentrationsabhin-
gige Abnahme der Proliferation, der Migration und Invasivitit iz vitro. Anhand des Kolonie-
bildungstests konnte eine strahlensensibilisierende Wirkung von 3PO auf Zelllinien des KRK
festgestellt werden. In Kombination mit ionisierender Strahlung wurde weiterhin eine 3PO-
induzierte Abnahme der Zellproliferation sowie Zunahme der LDH-Freisetzung beobachtet.
In Anbetracht der Ergebnisse des Migrations- und Invasions-Assay wurde verdeutlicht, dass
eine Kombination von ionisierender Strahlung mit 3PO der strahleninduzierten Migration

und Invasion entgegenwirken kann.

4.4 Etablierung von PDX-Mausmodellen des KRK und

Einschrinkungen der In-vivo-Versuche

Fur die In-vivo-Versuche wurden PDX-Mausmodelle des KRK etabliert. Fiir das Versuchs-
modell wurden PrkdcScid-Miuse verwendet. Aufgrund der beeintrichtigten Entwicklung
von T- und B-Lymphozyten ist dieses Mausmodell besonders geeignet, um xenogene Trans-
plantate zu transferieren (Bosma et al. 1983). Hypothesen fritherer Studien folgend, kénnten
PFKFB3-Inhibitoren pleiotrope Wirkungen auf das Immunsystem nehmen (Clem et al.
2013). Aufgrund des Immundefektes der PrkdcScid-Mause konnte das Tumorwachstum so-
wie die Tumorbiologie beeinflusst werden. Weiterhin konnten Verdnderungen der Interak-

tion zwischen Krebszellen und dem immunologischen Mikromilieu nicht ausgeschlossen
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werden. Xenograft-Modelle, die direkt von Patient*innenproben abgeleitet werden, sind von
besonderer Bedeutung, da sie tumorbiologische Charakteristika des humanen Tumors auf-
zeigen. Dadurch bleiben histopathologische Figenschaften und die molekulare Vielfalt des
kolorektalen Primartumors erhalten. Ein Beispiel stellt die Aufrechterhaltung der Architektur
des abnormalen Tumorblutgefil3systems dar (Julien et al. 2012). Praklinische In-vivo-Ver-
suchsmodelle sind wichtig, um die Wirkung neuer Substanzen einschitzen und bewerten zu
konnen. PDX-Tumoren kénnen schnell in groBe Behandlungskohorten transplantiert wer-
den. Die transplantierten PDX-Tumoren sind per Schieblehre messbar, wodurch Therapie-
effekte einfach und valide dokumentiert und ausgewertet werden koénnen. Im Vergleich zur
Schieblehre stellt die Ultraschallbildgebung eine prizisere und reproduzierbarere Methode
zur Bestimmung der Tumorvolumen dar. Studien zeigten, dass unter Einsatz von Ultraschall
30 % weniger Versuchstiere benétigt wurden, um statistische Unterschiede zu ermitteln
(Ayers et al. 2010). Ein Kritikpunkt an PDX-Modellen besteht in der langen Wachstums-
phase der Tumoren bis zum Therapiestart. Zudem werden Tumorproben mit einer Grof3e
von 2 x 2 mm implantiert, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass biologische Ei-
genschaften des Primartumors, die sich nur im Restgewebe befinden, verloren gehen. Letzt-
endlich nehmen PDX-Modelle jedoch eine sehr bedeutende Stellung in der Forschung ein.
Histologische und molekulare Untersuchungen am PDX-Tumor sind im Anschluss an die
Behandlungsversuche leicht durchfithrbar. Eine interessante Alternative stellen PD-Organo-
ide dar. Einerseits weisen Tumororganoide ebenfalls histologische und genetische Merkmale
des Primértumors auf. Anderseits eignen sich Tumororganoide besser als PDX-Tumoren als
pradiktive Modelle, weil die Wachstumsphase von Tumororganoiden mit etwa zwei Wochen
weitaus kirzer ist im Vergleich zu PDX-Mausmodellen (Tuveson und Clevers 2019; Yao et
al. 2020). Jedoch treffen die Nachteile beztiglich der Sauerstoffversorgung und Mikroumge-

bung (siche Kap. 4.3) ebenfalls auf Experimente mit Organoiden zu.

4.5 3PO kombiniert mit RT/RCT nimmt Einfluss auf die

Tumorvaskularisierung und induziert eine TVN

Hypoxie stellt ein Hindernis fiir eine wirksame Strahlentherapie dar. Unterschiedliche Kon-
zepte zur Uberwindung der Tumorhypoxie wurden bereits erforscht. Zu diesen Versuchen
zihlte der Einsatz von Hamoglobin-basierten Sauerstoff-Carriern, von hyperbaren Sauer-
stoff und von Hypoxie-aktivierten Prodrugs (HAPs). Hiufig sind diese Studien aufgrund
geringer Wirksamkeit oder unerwiinschter Nebenwirkungen erfolglos geblieben (Graham

und Unger 2018). Ein gelungener Ansatz war die Entwicklung von HAPs. Mitomycin-C ist
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ein entsprechendes Beispiel. HAPs werden im hypoxischen Milieu enzymatisch reduziert und
in zytotoxische Spezies umgewandelt (Yeh und Kim 2015). Heutzutage wird Mitomycin-C
erfolgreich in Kombination mit 5FU und RT zur Behandlung des Analkarzinoms eingesetzt
(Flam et al. 1996). Eine Ubersichtsarbeit an 10.108 Patient*innen aus 86 randomisierten Stu-
dien untersuchte den Einfluss der Minderung der Tumorhypoxie auf die Wirkung der pri-
mairen Strahlentherapie. Eine Senkung der Tumorhypoxie verbesserte signifikant den Effekt
der Strahlenbehandlung. Der Gesamtiiberlebensvorteil wird mit einer Odds Ratio von 0,87
(95 % Konfidenzintervall, 0,80 bis 0,95) angegeben (Overgaard 2007). Weiterfiihrende Un-
tersuchungen und die Entwicklung neuer Ansitze zur Minderung der Tumorhypoxie sind
deswegen von groem Interesse. Als ein Regulator der Angiogenese nimmt PFKFB3 Ein-
fluss auf die Gefillarchitektur von TumorblutgefiBlen. Aus diesem Grund wurden nach Ab-
schluss der Therapie der PDX-Mausmodelle, Endothelzellen per CD31-Firbung markiert
und untersucht. In beiden In-vivo-Versuchen wurde kein Einfluss von 3PO auf die CD31-
positive Fliche (entspricht der Dichte der Tumorgefille) gemessen. Dieses Ergebnis ist kon-
gruent mit Studienergebnissen, die aufzeigten, dass die Tumorgefil3dichte im Rahmen der
TVN nicht beeinflusst wird (Mazzone et al. 2009; Carmeliet und Jain 2011; Jain 2014; Can-
telmo et al. 2016). Analysen zur LumengroBie zeigten hingegen eine signifikante Zunahme
der Lumengré3e der mit 3PO behandelten Tumoren gegeniiber den Kontrollkohorten. Dies
wurde ebenfalls in friheren Studien am Beispiel von B16-F10 Tumoren berichtet (Cantelmo
et al. 2016). Eine interessante Hypothese fiir diese Beobachtung steht im Zusammenhang
mit der vermehrten Expression von VE-Cadherin in Endothelzellen, die durch PFKFB3
inhibiert werden. Dem Gesetz von Laplace folgend, verhilt sich die Spannung der Gefil3-
wand proportional zum Radius der Gefil3e. Aufgrund der verstirkten VE-Cadherin-Expres-
sion kénnten Endothelzellen in der Lage sein, einer gro3eren Wandspannung standzuhalten
und dementsprechend ihr Lumen zu vergrélern (Cantelmo et al. 2016). Interessanterweise
zeigten beide Therapiegruppen, die allein mit RT/RCT behandelt wurden, eine signifikante
Abnahme der Gefillanzahl. Die Schidigung des Gefil3systems ist ein zentraler Faktor bei
der Entstehung von Nebenwirkungen in der Strahlentherapie. Die Auswirkung ionisierender
Strahlung auf das Endothel wurde in der Literatur wiederholt beschrieben. Untersuchungen
an HUVEC legten dar, dass durch die strahleninduzierte Aktivierung der Metalloproteinase
ADAM10 der Abbau von VE-Cadherin verstirkt wird. Dieser Mechanismus fiihrt zu einer
erhohten Permeabilitit des Endothels (Kouam et al. 2019). Iz-vivo-Studien ergaben, dass Be-
strahlung DNA-DSB in Endothelzellen induziert. Das Endothel war das fritheste Gewebe,
das Apoptose in der bestrahlten Lunge von C3H/HeJ-Miusen einleitete (Fuks et al. 1994;

Fuks et al. 1995). Insgesamt lasst sich vermuten, dass die Abnahme der Gefi3anzahl und der
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CD31-positiven Fliche durch die RT vermittelt wurde. Interessanterweise fiihrte die alleinige
RT zu einer signifikanten Zunahme der Lumengréfle. Diese Beobachtung steht im Einklang
mit Erkenntnissen, die Mitte der 80er Jahre erstmals anhand von In-vivo-Studien beschrieben
wurden. Dieses Ergebnis konnte auf eine kompensatorische Dilatation tibetlebender, nicht
geschadigter Gefille nach RT hindeuten (Dimitrievich et al. 1984). Um die Funktionalitit
der Gefile zu tberprifen, wurde mittels Pimonidazol-Farbung die hypoxische Fliche der
Tumoren bestimmt. Die Oxygenierung von Tumoren kann als zentraler Indikator der TVN
betrachtet werden (Martin et al. 2019). Die alleinige Therapie mit 3PO fiihrte in beiden In-
vivo-Versuchen zu einer signifikanten Abnahme der hypoxischen Fliche. Weiterhin wurde
auch bei beiden Therapiegruppen eine signifikante Abnahme der Tumorhypoxie gemessen,
wenn 3PO zusitzlich zur RT/RCT appliziert wurde. Diese Ergebnisse verdeutlichen erst-
malig die Induktion der TVN durch 3PO am Beispiel des KRK. Bisherige I7-vivo-Studien
belegten eine Abnahme der hypoxische Tumorfliche wihrend der Therapie mit 3PO am
Beispiel eines Maus-Melanom- und Maus-Glioblastom-Modells (Cantelmo et al. 2016; Zhang
et al. 2020).

4.6 Die Kombinationstherapie aus 3PO und RT/RCT senkt die

Tumorzellproliferation in vivo

Das Ziel dieser Arbeit war, die Auswirkung von RT und RCT in Kombination mit 3PO auf
PDX-Mausmodelle des KRK zu untersuchen. Der PEKFB3-Inhibitor 3PO wurde bereits in
verschiedenen In-vivo-Studien eingesetzt (Clem et al. 2008; Cantelmo et al. 2016; Conradi et
al. 2017; Zhang et al. 2020). Zuletzt wurde die Auswirkung einer PFKFB3-Blockade durch
3PO in Kombination mit dem VEGF-Inhibitor Bevacizumab und Doxorubicin anhand ei-
nes Glioblastom-Mausmodells untersucht. Glioblastomzellen wurde den Versuchstieren in-
trakraniell injiziert. Die Therapie erfolgte durch die intravendse Gabe von Doxorubicin al-
lein, in Kombination mit 3PO bzw. Bevacizumab oder als Dreifachkombination. Nach The-
rapieende wurde die héchste intratumorale Anreicherung von Doxorubicin in Tumoren ge-
messen, die mit der Dreifachtherapie behandelt wurden. Das Tumorwachstum wurde signi-
fikant gesenkt. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass die duale Blockade von VEGF und
PFKFB3 einen Tumorblutgefial normalisierenden Effekt beim Glioblastom induzierte und

die Wirksamkeit der Chemotherapie erh6hte (Zhang et al. 2020).

Das Tumorwachstum von Maus-Xenograft-Modellen des Endometriumkarzinoms wurde
durch den Einsatz des PFKFB3-Inhibitors PFK158 allein und in Kombination mit Car-

boplatin reduziert. Analysen der Tumorgewebsschnitte nach Therapieende ergaben, dass
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PFK158 sowie die Kombinationsbehandlung die Tumornekrose gegeniiber der Kontrollko-
horte signifikant steigerte. Die Anzahl TUNEL-positiver Zellen war in beiden Kohorten er-
hoht. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass durch die Inhibition von PFKFB3 durch
PFK158 die antitumorale Wirksamkeit verstarkt wurde (Xiao et al. 2021).

In vorangegangenen Studien wurde 3PO 7z vivo eingesetzt, um vorrangig die Proliferation
von Krebszellen zu hemmen und das Tumorwachstum zu reduzieren (Clem et al. 2008; Can-
telmo et al. 20106). Ergebnisse fritherer Studien verdeutlichten, dass unter Verwendung einer
geringen Dosierung von 3PO eine TVN 7 vivo erreicht werden konnte (Conradi et al. 2017).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Versuchstiere mit funf Injektionen 3PO (25 mg/kg)
vorbehandelt, um eine TVN zu induzieren. Im Anschluss an die Induktion der TVN erfolgte
die RT bzw. die i. p. Gabe von 5FU in Kombination mit RT. Die Monotherapie mit 3PO
erbrachte bei beiden Behandlungsgruppen keine Abnahme des Tumorwachstums. Dies ent-
spricht Ergebnissen verschiedener Iz-vivo-Studien (Cantelmo et al. 2016; Zhang et al. 2020).
Eine signifikante Abnahme des Tumorwachstums gegentiber der Kontroll-Kohorte wurde
bei alleiniger RT und RT in Kombination mit 3PO beobachtet. Ab dem 15. Therapietag
zeigte sich bei beiden Kohorten eine signifikante Abnahme der Tumorgrof3en. Die Bildung
eines Tumorrezidivs nach abgeschlossener Behandlung von Krebserkrankungen stellt ein
klinisches Problem dar. Aus diesem Grund wurde das Tumorwachstum der RT-Kohorte und
der RT+3PO-Kohorte nach Abschluss der Behandlung fiir einen weiteren Monat beobach-
tet. In diesem Zeitraum trat in keiner der beiden Kohorten ein erneutes Wachstum der s. c.
lokalisierten Tumoren auf. Wihrend des gesamten Therapieversuchs und der Nachbeobach-
tungsphase wurden keine Unterschiede der Tumorvolumen zwischen der RT-Kohorte und
RT+3PO-Kohorte gemessen. Gewichtsunterschiede der Tumoren nach der Explantation
wurden zwischen der RT-Kohorte und der Kombinationstherapie ebenfalls nicht ermittelt.
Der Tumor HROC239 (Rektumkarzinom) sprach sensibel auf die Strahlentherapie an. Ein
zusitzlicher klinischer Nutzen von 3PO konnte anhand des Tumor-Volumen-Index und der
Tumorgewichte nach Explantation nicht erreicht werden. In einer 2018 verdffentlichten
Publikation wurde der Tumor HROC239 funktionell und genetisch charakterisiert. Durch
die Uberfiihrung von In-vivo-Xenografts in kultivierte Zelllinien 7 vitro wurden unter anderem
die Chemo- und Radiosensitivitit ermittelt. Der Tumor HROC239 wies eine PTEN-Muta-
tion auf (Gock et al. 2018). Der PI3K/PTEN/AKT/mTOR-Signalweg nimmt eine wesent-
liche Rolle in der Vermittlung von Arzneimittelresistenzen, der Entstehung von Tumoren
und dem Fortschreiten von Krebs ein (Costa et al. 2015). Interessanterweise zeigen Pati-

ent¥innen mit Rektumkarzinom, die eine PTEN-Mutation aufweisen, ein gesteigertes
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Ansprechen auf eine RCT gegeniiber solchen mit Wildtyp (Peng et al. 2018). Daraus ldsst
sich die ausgeprigte Strahlenempfindlichkeit des Tumors HROC239 ableiten.

Weiterhin wurde die Auswirkung der Kombination einer RCT mit 3PO an PDX-Mausmo-
dellen des KRK untersucht. Die RCT-Kohorte und auch die RCT+3PO-Kohorte wiesen
eine signifikante Abnahme der Tumorgrélen auf. Bereits zwolf Tage nach Therapiebeginn
wurde eine anhaltende signifikant verringerte TumorgréB3e der RCT+3PO-Kohorte ermit-
telt. Nach 17 Tagen kam ein anhaltendes signifikant reduziertes Tumorwachstum der RCT-
Kohorte hinzu. Ein verbessertes klinisches Ansprechen der Tumoren blieb bei einer zusitz-
lichen Applikation von 3PO aus. Sowohl die Tumor-Volumen-Indexe als auch die Tumor-
gewichte nach Explantation wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen der RCT- und

RCT+3PO-Kohorte auf.

Zusitzliche histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen waren daher es-
senziell, um den Effekt der Therapien im Detail beurteilen zu kénnen. Anhand von Tumor-
gewebsschnitten wurde die residuale Tumorfliche nach Therapieende bestimmt. Der signi-
fikante Rickgang der residualen Tumorfliche bei zusitzlicher Gabe von 3PO verdeutlicht
einen synergistischen Therapieeffekt der PEFKIFB3-Blockade in Kombination mit RT. Dieser
Effekt konnte auf einen 3PO-induzierten Anstieg des Sauerstoffgehalts im Tumorgewebe
aufgrund der TVN zurtickzufthren sein, der die ROS-vermittelte Fixierung von DNA-Schi-
den verstirken konnte. Um diese These wissenschaftlich zu belegen, wiren zusitzliche Ana-
lysen des Tumorgewebes mittels eines y-H2Ax-Assays empfehlenswert. Die Bildung von y-
H2Ax als Reaktion auf DNA-DSB bietet die Méglichkeit, durch RT induzierte DNA-Schi-
den zu detektieren (Ivashkevich et al. 2012). Die Analyse der RCT-Kohorte ergab keinen
zusitzlichen Nutzen, wenn 3PO mit einer RCT kombiniert wurde. Insgesamt zeigte sich,
dass PDX-Tumoren der RCT-Kohorte bereits ein sehr hohes Ansprechen auf die Therapie
aufwiesen. Ein synergistischer Effekt von 3PO wurde dadurch eventuell verdeckt. Dieses
Ergebnis bestitigt jedoch die hohe Wirksamkeit des RCT-Regimes in der Behandlung des

Rektumkarzinoms.

Die Applikation von 3PO als Monotherapie fithrte in beiden tierexperimentellen Versuchen
zu keiner Verinderung der Tumorzellproliferation. Frithere In-vzvo-Studien an B16-F10 Tu-
moten ergaben bei der gleichen Dosierung von 3PO (25 mg/kg) ebenfalls keine Reduktion
der Krebszellproliferation. Hohere Dosierungen von 3PO fiihrten jedoch zu einer signifi-
kanten Abnahme (Cantelmo et al. 2016). Die dabei verwendete Dosierung von 75 mg/kg
3PO iiberstieg die hier verwendete Dosis um das Dreifache. Der antiproliferative Effekt des

PFKFB3-Inhibitos 3PO wurde in unterschiedlichen In-vivo-Studien bereits beschrieben
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(Clem et al. 2008; Conradi et al. 2017). Interessanterweise wurde eine signifikante Zunahme
des Proliferationsindex nach Therapie mit RT bzw. RCT gemessen. Ob dieses Ergebnis eine
selektive Persistenz, ein erneutes Wachstum von aggressiven Tumorklonen oder eine schritt-
weise klonogene Progression kennzeichnet, ist nicht umfassend erklirbar. Weitere Untersu-
chungen des Tumorgewebes mittels Caspase 3 und TUNEL-Firbung kénnten Aufschluss

zum Zelltod geben und Unterschiede zwischen den Behandlungskohorten aufdecken.

4.7 Ausblick

Nach Angaben der globalen Krebsstatistik 2020 wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankun-
gen an KRK| insbesondere bei jingeren Patient*innen, in den kommenden Jahrzehnten
deutlich ansteigen (Xi und Xu 2021; Sung et al. 2021). Umso wichtiger ist eine wirksame

onkologische Therapie auf héchstem Niveau und nach aktuellem Wissensstand.

Gegenwirtig wird der Begriff der totalen neoadjuvanten Therapie (TNT) zunehmend etab-
liert (Fokas et al. 2019). Die TNT beinhaltet eine prioperative Chemotherapie, welche er-
ginzend zur prioperativen RT bzw. RCT eingesetzt wird. Die zusitzliche Systemtherapie
kann nach einer kompletten Tumorremission, einen Organerhalt bedeuten. Aktuell laufende
Studien untersuchen den Erfolg der TNT bei Patient*innen mit lokal fortgeschrittenen Rek-

tumkatzinom (z. B..: ACO/ARO/AIO-18.1-Rektumstudie, German Rectal Cancer Study Group).

In der randomisiert-kontrollierten Phase-3-Studie RAPIDO konnten im Zeitraum von 2011
bis 2016 920 Patient*innen rekrutiert werden. Die Patient*innen im Kontrollarm wurden
mittels neoadjuvanter RCT gefolgt von einer nach 6 bis 10 Wochen anschlieBenden Opera-
tion sowie einer adjuvanten Chemotherapie behandelt. Dem gegentiber wurden Patient*in-
nen im experimentellen Therapiearm mit einer Kurzzeitbestrahlung (5 x 5 Gy), gefolgt von
einer neoadjuvanten Chemotherapie und anschlieBender Operation therapiert. Die Studie
verdeutlichte, dass die TNT (experimenteller Arm der Studie) die Rate an krankheitsbeding-
tem Therapieversagen im Vergleich zur Standardtherapie (Kontrollarm) signifikant redu-
zierte. Die pathologische Komplettremission konnte von 14 % im Kontrollarm auf 28 % im
experimentellen Arm erhéht werden (Bahadoer et al. 2021). Die Ergebnisse der RAPIDO-

Studie heben den Stellenwert der TNT in der Behandlung des Rektumkarzinoms hervor.

Die Auswirkungen einer PFKFB3-Blockade in Kombination mit einer Kurzzeitbestrahlung
(5 x 5 Gy), gefolgt von einer adjuvanten Chemotherapie, entsprechend dem Prinzip der

TNT, konnte in weiteren Versuchen anhand von In-vivo-Modellen tiberpriift werden.
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5 Zusammenfassung

In Deutschland erkranken jdhrlich ca. 60.000 Menschen an einem kolorektalen Karzinom
(KRK). Die neoadjuvante Radiotherapie (RT) bzw. Radiochemotherapie (RCT) stellt einen
wichtigen Teil der Behandlung von Patient*innen dar. Das Ansprechen von Patient*innen
auf die prioperative RCT ist heterogen. Um die Ausbildung von Strahlenresistenzen zu min-

dern, ist es wichtig, bestehende Behandlungsansitze zu tberprifen und zu optimieren.

Ein gesteigerter Glukose-Metabolismus und eine verstirkte Neoangiogenese zihlen zu den
Hallmarks of Cancer und sind von besonderem Interesse, um neue Behandlungsansitze in der
Krebstherapie zu entwickeln. Das bifunktionelle Enzym PFKFB3 stellt einen vielverspre-
chenden Angriffspunkt dar. Einerseits nimmt PFKFB3, als ein indirekter Stimulator der Gly-
kolyse, Einfluss auf die glykolytische Aktivitit von Krebszellen, anderseits ist PFKFB3 an
der Normalisierung von TumorblutgefiBlen beteiligt. Eine Vielzahl von Tumoren, wie auch
das KRK, sind durch eine verstirkte PFKFB3-Expression gekennzeichnet. Dies macht
PFKFB3 zu einem attraktiven Ziel in der Therapie des KRK. Ein potenter Inhibitor von
PFKFB3 ist 3PO.

Die Auswirkungen einer PEKIFFB3-Blockade auf Zelllinien des KRK wurden durch Analysen
zur Zellproliferation, Zelltod, Invasivitit und Migrationsfihigkeit untersucht. Um eine mog-
liche radiosensibilisierende Wirkung von 3PO in Kombination mit Bestrahlung zu Gberpri-
fen, wurde ein Koloniebildungstest durchgefihrt. Im Anschluss wurden anhand zweier Ir-
vivo-Studien die Auswirkungen von 3PO in Kombination mit RT und RCT auf PDX-Tumo-

ren des KRK ermittelt.

Die Ergebnisse der In-vitro-Studien ergaben, dass 3PO konzentrationsabhingig die Zell-
proliferation, Zellmigration sowie Zellinvasion reduziert und den Zelltod verstirkt. Weiter-
hin verdeutlichten die Resultate der In-vitro-Experimente, dass die Blockade von PFKFB3
durch 3PO den strahleninduzierten Zelltod von kolorektalen Krebszellen erhoht und gleich-
zeitig die Krebszellmigration und Krebszellinvasion reduziert. Die neoadjuvante Behandlung
mit 3PO induzierte eine TumorblutgefiBnormalisierung 7 vive. Die Tumorhypoxie wurde
signifikant gesenkt. Die Fliche der Tumorblutgefillumen wurde vergréflert. Weiterhin
wurde histologisch eine signifikante Abnahme der residualen Tumorfliche sowie Reduktion
der Tumorzellproliferation ermittelt. Dies verdeutlicht das verbesserte Ansprechen der Tu-
moren auf die Kombinationstherapie mit 3PO. Sowohl die Tumor-Volumen-Indexe als auch

die Tumormasse nach Explantation zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Die Ergebnisse dieser Dissertation verdeutlichen, dass die Blockade von PFKFB3 durch
3PO ein potenzielles therapeutisches Ziel darstellt, um eine Normalisierung von Tumorblut-
gefiflen in menschlichem KRK zu induzieren, die Tumorhypoxie zu mindern und folglich

die Strahlensensibilitat zu erhohen.

Insgesamt unterstiitzen die In-vitro- und In-vivo-Ergebnisse den Einsatz von 3PO, um die der-

zeitigen etablierten Therapieansitze des Rektumkarzinoms weiter zu verbessern.
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