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— Einleitung und Hintergrund —

1 Einleitung und Hintergrund

1.1 Fluoropyrimidine

In den 1950ern wurde 5-Fluorouracil (5-FU) von Charles Heidelberger et al. erfunden
(Heidelberger et al. 1957) mit dem Ziel, die Nucleinbiosynthese der Tumorzellen mit
diesem Analogon beeinflussen zu kénnen. Die Herstellung von 5-FU basierte auf den
Erkenntnissen einer Studie, die feststellte, dass Hepatomzellen in Ratten einen
héheren Verbrauch der Pyrimidinbase Uracil hatten, als andere Zellen (Rutman et al.
1954).

5-FU ist ein Uracil-Analogon, das an der C5-Position ein Fluoratom anstelle eines
Wasserstoffatoms tragt (Abb. 1) (Duchinsky et al. 1957).
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Abbildung 1: Struktur von 5-Fluorouracil (5-FU; 1) (Duchinsky et al. 1957)

In den darauffolgenden Untersuchungen zeigten sich Anzeichen fir die
Wirkmechanismen der Fluoropyrimidine (Bosch et al. 1958, Chaudhuri et al. 1958,
Dannberg et al. 1958), die durch neue Untersuchungsmethoden heute besser
verstanden, aber noch nicht vollstandig geklart sind. 5-FU wird weit verbreitet in der
Therapie solider Tumore eingesetzt. Es findet unter anderem Anwendung in der
Therapie des Magenkarzinoms, des kolorektalen Karzinoms und des Mamma-
Karzinoms (Bodner-Adler et al. 2007, Carrato 2008, Khosravi Shahi et al. 2007). Die
Zellen nehmen 5-FU auf und setzen es zur Synthese von Desoxyuridin- und
Urdinsaure (FAUMP bzw. FUMP) ein, welche in die Nucleinsaliren, DNA und RNA,
eingebaut werden (Marin-Vicente et al. 2013).

5-FU (1) wird in mehrere aktive Metabolite umgewandelt: Die drei Hauptmetabolite sind
Fluorodeoxyuridin Monophosphat (FAUMP), Fluorodeoxyuridin Triphosphat (FAUTP)
und Fluorouridin Triphosphat (FUTP) (Longley et al. 2003).

Der 5-FU Metabolit FAUMP bindet zusammen mit 5,10-Methylentetrahydrofolat
(CH,THF) an die Thymidylat-Synthase (TS) und hemmt diese irreversibel (Abb. 2)
(Sommer & Santi 1974). Dadurch wird die Neusynthese von dTMP (Desoxythymidin
Monophosphat) aus dUMP (Desoxyuridin Monophosphat) unterbrochen (Grogan et al.

2011). Die Funktion der TS ist essentiell fir die ausgewogene Versorgung der Zelle mit
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den vier DNA-Vorstufen, die fur die normale DNA-Replikation benotigt werden (Kaneda
et al. 1990). Als Folge der Unterbrechung der dTMP-Synthese erfolgt ein
Ungleichgewicht der Desoxynukleotide (Jackson, R. C. & Grindley, G. B. 1984), vor
allem des dATP/dTTP-Verhdltnisses (Houghton et al. 1995). Man nimmt an, dass
dieses Ungleichgewicht zu Strangbriichen in der DNA fuhrt und den Zelltod zur Folge
hat (Houghton et al. 1995, Yoshioka et al. 1987). Durch die TS-Inhibition akkumuliert
dUMP und fihrt so zu einem erhéhten dUTP-Spiegel in der Zelle (Aherne et al. 1996).
Sowohl dUTP, als auch der 5-FU Metabolit FAUTP konnen falschlicherweise in die
DNA eingebaut werden und zu DNA-Schaden fuhren (Grogan et al. 2011, Longley et
al. 2003). Das Enzym UGD (Uracil-DNA-Glycosylase) (Lindahl 1974) versucht diese
falschlicherweise eingebauten Bausteine wieder aus der DNA zu entfernen. Doch
durch das hohe dUTP/dTTP-Verhéltnis werden nur noch mehr falsche Metabolite in die
DNA eingebaut, die zu weiteren Schaden fuhren (Longley et al. 2003).

Es wird angenommen, dass der Schaden in humanen Zellen, der durch die
Chemotherapeutika (z.B. durch 5-FU) ausgelést wird, auch vom Weg des

programmierten Zelltodes (Apoptose) abhangig ist (Lowe et al. 1993) .
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Abbildung 2: Mechanismus der Hemmung der Thymidylat-Synthase (TS) durch 5-FU,
CH2THF= 5,10-Methylentetrahydrofolat, dNTP= Deoxynucleotid, dTMP= Desoxythymidin
Monophosphat, dUMP= Desoxythymidin Monophosphat, dUTP=  Deoxyuridin
Triphosphat, dUTPase= Deoxyuridin  Triphosphat Pyrophosphatase, FdUMP=
Fluorodeoxyuridin Monophosphat, UGD= Uracil-DNA Glykosylase (Longley et al. 2003)

Durch die zusatzliche Gabe von Leucovorin (LV) zu 5-FU kann eine verbesserte
Wirkung von 5-FU beobachtet werden (Wolpin & Mayer 2008, Zhang et al. 1992).
Diese entsteht zum einen durch den Anstieg des CH,HF-Spiegels nach LV-Gabe
(CH,HF ist fur die optimale Bindung von FAUMP an die TS notwendig) (Wright et al.
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1989), und zum anderen verbessert es die Stabilitéat der Bindung von FAUMP an die
TS (Park et al. 1988).

Eine vermehrte Expression der TS in Tumorzellen kann die Wirkung von 5-FU Uber die
TS-Hemmung aufheben. In Tumorzellen mit einer Resistenz gegen 5-FU wurden
erhohte TS-Werte gefunden (Copur et al. 1995, Johnston et al. 1992). Auch die
Behandlung mit 5-FU selbst fihrt, durch den Wegfall des negativen Feed-back
Mechanismus des ungebundenen Enzyms auf seine eigene Expression, zu einer
erhohten Expression der TS (Chu et al. 1994, Swain et al. 1989). Ein weiterer
Wirkmechanismus von 5-FU in der Zelle ist der Einbau des Metaboliten FUTP in die
RNA und seltener auch in die DNA (Pettersen et al. 2011). Dieser Einbau unterbindet
die normale RNA Funktion und dadurch wird die Zellteilung gestort (Kufe & Major
1981). Der fehlerhafte Einbau der 5-FU Metabolite kann auf mehreren Ebenen die
normale RNA Funktion stdéren: So wird z. B. das Splicing der pra&-mRNA gehemmt
(Doong & Dolnick 1988), aber auch die Funktionen der tRNA und der snRNA (Patton
1993) werden gestort (Santi & Hardy 1987).

Die therapeutische Breite von 5-FU ist schmal und seine Halbwertszeit im Blut und
Korpergewebe, die im Bereich von Minuten liegt (Cheng et al. 2012), ist nur sehr kurz .
Der rasche Abfall der Konzentration ist vor allem auf den schnellen Abbau von 5-FU in
der Leber zurtickzufuhren: Mehr als 80% werden durch das Enzym Dihydropyrimidin
Dehydrogenase abgebaut (Diasio & Harris 1989).

Die klinische Anwendbarkeit der Chemotherapie wird auch durch die Nebenwirkungen
der Chemotherapeutika begrenzt (Cheng et al. 2012, Kodama et al. 2008).
Nebenwirkungen konnten durch hohe Blutkonzentrationen und eine unspezifische
systemische Verteilung der Medikamente verursacht werden (Kodama et al. 2008).
5-FU hat zahlreiche Nebenwirkungen, unter anderem: Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall,
Mudigkeit, Mukositis, Anamie, Leukopenie, Thrombozytopenie, Hautreaktionen und

trockene Augen (Lévy et al. 1998, Wettergren et al. 2012).
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1.2 Krebsmortalitat

Im Jahr 2012 wurden weltweit 14,1 Millionen neu diagnostizierte Krebsfalle und 8,2
Millionen Krebstodesfélle registriert (Ferlay et al. 2015). Dabei stellt das
Lungenkarzinom den am haufigsten diagnostizierten Tumor - mit 1,8 Millionen Fallen -
weltweit dar, gefolgt vom Mammakarzinom auf Platz zwei (Ferlay et al. 2015) .

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist das dritthaufigste diagnostizierte Karzinom bei
Mannern und das zweithaufigste bei Frauen weltweit mit 1,36 Millionen
neuaufgetretenen Fallen im Jahr 2012 (Ferlay et al. 2015). Die globale Inzidenz des
KRK variiert um das 10-Fache, wobei 55% der Félle in entwickelten Regionen auftreten
(Ferlay et al. 2015). Die héchsten Inzidenzraten sind in Australien/Neuseeland, Europa
und Nordamerika zu finden, die niedrigsten in Afrika und Sid-Zentral-Asien (Jemal et
al. 2011). 90% der KRK-Félle treten nach dem 50. Lebensjahr auf (Abb. 3).

Durchschnittliche Fallzahlen und altersspez. Mortalitdtsraten pro 100 000 nach Altersgruppen 2010-2012 (ICD 153, 154)
Average number of cases and age-specific mortality rates per 100 000 for agegroups 2010-2012 (ICD 153, 154)

Alters-  Westdeutschland / West Germany Ostdeutschland / East Germany Deutschland / Germany

gruppe /
Agegroup Manner/Males  Frauen/Females Manner/ Males Frauen / Females  Manner / Males Frauen / Females

Fallzahl Alterssp. Falizahl Alterssp. Fallzahl AMerssp.  Fallzahl Alterssp.  Falizahl Alterssp.  Fallzanl Alterssp.

pro Jahr Age-spec. pro.Jahr Age-spec.  proJahr Age-spec. proJahr Age-spec. proJahr Age-spec. pro.Jahr Age-spec.
Cases Mort. Rale Cases Mort. Rate Cases Mort. Rate Cases Mort. Rate Cases Mort. Rate Cases Mort. Rate
per Year per Year per Year per Year per Year per Year

1 - - - - - - - - - -

20-24 3 01 4 02 1 02 - 01 4 01 4 02
25-29 T 0.3 3 02 - 01 1 0.3 i 0.3 6 0.2
30-34 19 09 15 07 3 08 1 04 23 09 16 07
35-39 37 1.7 k)l 15 5 14 5 1.5 42 1.7 33 1.5
40-44 76 27 75 27 16 33 11 25 91 28 86 27
45-49 222 73 164 56 50 86 24 43 272 7.5 188 54
50 - 54 375 14.2 268 103 86 15.7 51 96 461 144 319 102
55-59 620 279 376 166 171 333 a7 16.9 791 28.9 463 16.6
60 - 64 939 484 517 257 223 57.4 108 26.8 1162 499 625 259
65 - 69 1322 7.8 741 407 330 90.9 160 395 1652 80.1 901 40.5
70-74 2085 112.0 1339 627 534 1294 304 61.1 2619 115.1 1643 62.4
75-79 2015 168.6 1464 95.0 517 1988 364 1021 2532 174.0 1828 96.3
80-84 1826 2443 1883 198.1 382 259.0 454 1702 2207 246.7 2336 160.3
85+ 1563 327.0 3300 2752 281 3798 632 2643 1845 3341 3931 2734

Abbildung 3: Durchschnittliche Fallzahlen und altersspezifische Mortalitatsraten
des kolorektalen Karzinoms (KRK) pro 100 000 nach Altersgruppen 2010-2012
(Becker & Holzmeier 2012)

Bei den krebsbedingten Todesursachen steht das KRK weltweit an vierter Stelle hinter
dem Lungenkarzinom, dem Leberkarzinom und dem Magenkarzinom (Ferlay et al.
2015).
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In Deutschland stehen maligne Erkrankungen bei beiden Geschlechtern an zweiter
Stelle der Todesursachen hinter den Herz-Kreislauferkrankungen (Abb. 4).

Sonstige/Others Sonstige/Others
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(73772)
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Abbildung 4: Die haufigsten Todesursachengruppen in Deutschland 2012
(Becker & Holzmeier 2012)

Das KRK steht in Deutschland bei den Mannern auf Platz zwei der krebsbedingten
Todesursachen (hinter dem Lungenkarzinom) und bei den Frauen auf Platz drei (hinter
dem Mammakarzinom und dem Lungenkarzinom) (Becker & Wahrendorf 1998).

Die Mortalitat des kolorektalen Karzinoms steigt ab dem 50. Lebensjahr exponentiell an
(Becker & Wahrendorf 1998). Insgesamt sinkt die Sterblichkeit am KRK seit den 1990-
igern, bei beiden Geschlechtern (Becker & Wahrendorf 1998), allerdings besteht in den
weniger gut entwickelten Regionen der Welt eine hohere Mortalitat (Ferlay et al. 2015).
Die absolute Zahl der Krebstodesfalle steigt durch die steigende Lebenserwartung
weiter an, es ist aber eine Verlangsamung der Aufwartsentwicklung zu beobachten
(Becker & Wahrendorf 1998). Ob die sinkende Mortalitdt durch eine sinkende Inzidenz
oder durch verbesserte Diagnostik und Therapie bedingt ist, lasst sich nur durch eine
vollstéandige Erfassung aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland klaren (Becker &
Wahrendorf 1998).
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1.3 Kolorektales Karzinom (KRK)

1.3.1 Definition

Als Kolonkarzinom werden Tumore definiert, die bei einer Untersuchung mit einem
starren Rektoskop mehr als 16 cm von der Anokutanlinie entfernt lokalisiert sind (Sobin
et al. 2009). Liegen Tumore 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt, so
werden sie als Rektumkarzinom definiert (Fielding et al. 1991). Das Rektumkarzinom
wird unterteilt in Karzinome des oberen Rektumdrittels (12-16 cm) des mittleren
Rektumdrittels (6-<12 cm) und des unteren Drittels (<6 cm) der Anokutanlinie (Sobin et
al. 2009).

1.3.2 Pathogenese

Die Mehrheit der KRK entwickelt sich aus intraepithelialen Neoplasien (IEN) innerhalb
von Adenomen. Das Tumorprogressionsmodell (Adenom-Karzinom-Sequenz) wurde
von Vogelstein und Fearson entwickelt (Vogelstein et al. 1988). Es beschreibt die
Tumorentstehung aus normalem Epithel Uber Adenome bis hin zum Karzinom
(Vogelstein et al. 1988). Dieser Vorgang beruht auf einem mehrstufigen Prozess.
Durch die Ansammlung von Mutationen wird das Zellwachstum geférdert und es
entsteht ein Karzinom (Vogelstein et al. 1988). Dieser Prozess dauert ca. 10 Jahre
(Vogelstein et al. 1988). Als eine frihe Veranderung tritt eine Mutation des APC-
Tumorsupressor-Gens auf (Lamlum et al. 1999, Spirio et al. 1998), danach folgen
Mutationen des K-RAS-Protoonkogens, ein Verlust der DCC-Expression und im
weiteren Verlauf tritt ein Verlust des p53-Tumorsupressorgens auf (Vogelstein et al.
1988). Ein kleinerer Anteil der Karzinome entsteht aus serratierten Adenomen
(Noffsinger 2009). Hier finden sich oft Mutationen des BRAF-Gens und eine
Mikrosatelliteninstabilitat (Spring et al. 2006).

Patienten, die an einer FAP (Familidare adenomatdse Polyposis) leiden, haben eine
hereditare APC-Mutation (Lamlum et al. 1999), bei Patienten mit einer HNPCC
(Hereditares, nichtpolyptses Kolonkarzinom-Syndrom; Lynch-Syndrom) findet sich
eine Dysfunktion der DNA-Mismatch-Reparatur-Proteine (Chung & Rustgi 1995).
Histopathologisch sind 95% der KRK Adenokarzinome (Stewart et al. 2006).
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1.3.3 Risikofaktoren

Neben dem Alter spielt die Lebensweise eine wichtige Rolle fir das Risiko zur
Entwicklung eines KRK. Hoher Fleischkonsum, vor allem von rotem Fleisch (Larsson &
Wolk 2006), hoher Alkoholkonsum (Moskal et al. 2007) sowie koérperliche Inaktivitét
und Ubergewicht erhdhen das Risiko fir das Auftreten eines KRKs (Giovannucci
2002). Daneben sind hereditare Erkrankungen, wie die FAP oder das HNPCC, in bis
zu 5% der Falle urséachlich fur die Entstehung des KRKs (Jasperson et al. 2010). Eine
erhdhte Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines KRKs bei einem Betroffenen
besteht bei Risikoerkrankungen, wie kolorektale Adenome (Vogelstein et al. 1988) und
langjahrig bestehende chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Collins et al. 2006),
aber auch bei einem KRK bei erst- oder zweitgradigen Verwandten (Johns & Houlston
2001).

1.3.4 Vorsorge

Die Vorsorgeuntersuchungen fir das KRK werden in Deutschland bei der
asymptomatischen Bevolkerung ab dem 50. Lebensjahr  empfohlen
(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014).

10 Jahre vor dem Lebensalter, in dem bei dem Indexpatienten das KRK aufgetreten ist,
sollte bei Verwandten ersten Grades mit der Vorsorgekoloskopie begonnen werden
(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014). Bei
Risikopatienten aus Familien mit hereditirem Kolonkarzinom (FAP, HNPCC) wird ein
frher Beginn der Vorsorge empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom 2014). Auch Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen profitieren von regelmafigen Kontrollkoloskopien, da Tumore in
frheren Stadien entdeckt und behandelt werden koénnen (Collins et al. 2006). Im
Rahmen der korperlichen Untersuchung sollte eine digital-rektale Untersuchung
durchgefiihrt, da nahezu 10% der rektalen Tumore palpabel sind (Herold 2015). Die
komplette Koloskopie hat die hdchste Sensitivitat und Spezifitat zur Diagnostik des
KRK und stellt somit das Standardverfahren in der Friherkennung dar (Kahi et al.
2009, Pox et al. 2012). Bei unauffalligem Befund sollte die Koloskopie in 10 Jahren
wiederholt werden. Werden Polypen gefunden und abgetragen, so gilt die klinische
Empfehlung, die Koloskopie je nach Anzahl der gefundenen Polypen nach drei bis finf
Jahren zu wiederholen (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom 2014).
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1.3.5 Kilinik

Die haufigsten Symptome des KRK sind Stuhlunregelmafiigkeiten, wie Verstopfungen
und Diarrhoe, rektale Blutungen und abdominale Beschwerden (Kyle et al. 1991,
Macrae & St John, D J 1982) sowie Hamatochezie und Melena. Bei der Mehrheit der
Patienten konnen eine chronische Eisenmangelanamie und okkulte Blutungen
beobachtet werden (Majumdar et al. 1999). Patienten mit einem KRK kdnnen an
unspezifischen Beschwerden wie Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Leistungsminderung,
Fieber und ungewolltem Gewichtsverlust leiden. Eine Studie des Kaiser Permanente
Centers zeigte, dass bei einem Drittel der Patienten das KRK zuféllig im Rahmen der
Vorsorgeuntersuchungen entdeckt wurde (Moiel & Thompson 2011). Diese Tumore
sind oft in niedrigeren Stadien, als die Tumore der Patienten mit Symptomen (Speights
et al. 1991).

1.3.6 Diagnostik und Staging

In der praoperativen Ausbreitungsdiagnostik sollte im Rahmen einer ausfihrlichen
korperlichen Untersuchung eine digital-rektale Untersuchung erfolgen (Isbert & Germer
2012). Der Goldstandard zur Diagnostik des KRK ist die Koloskopie. Mit dieser
Untersuchung kdnnen multiple Tumore im gesamten Darm gefunden und durch die
Entnahme einer Biopsie histologisch untersucht werden (Barillari et al. 1990, Faivre
1997). Trotzdem werden in der Koloskopie ca. 30% der multiplen Tumore nicht
gefunden (Chen & Sheen-Chen 2000). Sollte keine vollstandige Koloskopie mdglich
sein, z.B. aufgrund einer Stenose, so wird eine praoperative CT- oder MR-Kolonografie
empfohlen (Neri et al. 2002). Zum praoperativen Staging des KRK gehodren die
Abdomensonographie sowie die Rontgenthoraxaufnahme in zwei Ebenen (Abb. 3)
(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014). Bei
auffalligen Befunden, Verdacht auf Fernmetastasen oder Infiltration von
Nachbarorganen sollten ein CT-Abdomen und -Becken (Horton et al. 2000) bzw. ein
CT-Thorax durchgefihrt werden (Kirke et al. 2007) (Abb.3). Zur lokalen
Ausbreitungsuntersuchung beim Rektumkarzinom sollten zusatzlich eine starre
Rektoskopie, eine transrektale Sonographie (Isbert & Germer 2012) und bei unklarem
Sonographie-Befund eventuell ein Spiral-CT des Abdomens durchgefuhrt werden (Abb.

5) (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014).
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Komiplette Koloskopie

Ri-Thorax X X
Starre Rektoskopie X
MR-[CT}- Becken mit Angabe Abstand des Tumors X

zur mesorektalen Faszie

Rektale Endosonographie bei lokal begrenztem X

Tumdar

Abbildung 5: Staging beim KRK (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie

Kolorektales Karzinom 2014)

Der Tumormarker CEA (carcinoma-embryonal Antigen) sollte aufgrund seiner geringen
Sensitivitat nicht zum Tumorscreening eingesetzt werden (Palmqyvist et al. 2003). CEA
hat aber eine Bedeutung fir die Nachsorge, da praoperativ erhdhte Werte bei
vollstéandiger Resektion fallen und bei einem Rezidiv erneut ansteigen (Locker et al.
2006).

Die Klassifikation des Kolonkarzinoms erfolgt nach der allgemein fir Tumore
verwendeten  TNM-Klassifikation  (T=Tumorausdehnung, = N=Lymphknotenbefall,
M=Fernmetastasierung) (Abb. 6) (Sobin et al. 2009). Die Stadieneinteilung des
Kolonkarzinoms erfolgt nach den Kriterien der UICC 2010 (Union for International
Cancer Control) (Abb. 7) (Sobin et al. 2009).

Zum Diagnosezeitpunkt haben ca. 20% der Patienten Metastasen (Mekenkamp, L J M
et al. 2010). Die Metastasierung kann lymphogen, hamatogen und per continuitatem
erfolgen. Das Kolonkarzinom metastasiert lymphogen in die mesenterialen
Lymphknoten und hamatogen uber die Vena portae, dem vendsen Abfluss, in die
Leber (Herold 2015). Beim Rektumkarzinom héngt der Metastasierungsweg von der
Lokalisation des Tumors ab. Die Tumore metastasieren lymphogen in die regionalen
Lymphknoten. Hamatogen erfolgt eine Metastasierung der Karzinome des oberen
Rektumdrittels (12-16 cm) ebenfalls tber die Vena portae in die Leber, des mittleren
Rektumdrittels (6-12 cm) sowohl in die Leber, als auch tber die Vena cava in die
Lunge und der Tumore des unteren Rektumdrittels (< 6¢cm) in die Lunge (Herold 2015).
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Hamatogene Metastasen in anderen Organen, wie das Skelett und in das Gehirn, sind
maglich.

TrM Klassifikation des

Kolorektalen Karzinoms

Cardinoma in situ: Intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria
Submukoss

:

peri sertes pernkolizches/perrektale: Gewebe
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Abbildung 6: TNM Klassifikation des KRK (UICC, 2010) (Herold 2015)

T o e
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Stadium 118 T4z ] WD
Stadium 11C Tab ND MO
Stadium 1114 TL/T2 N1 D
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Stadium 111C Tda N2a WD
T3/T4aa nzb D
Tab N1/NZ D

Stadium Ivaa Jedes T Jedes N hiz
Stadium vVab Jedes T Jedes N Mib

Abbildung 7: UICC-Klassifikation des KRK in Anlehnung an (Herold 2015)
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1.3.7 Therapie

Die Behandlungsmaoglichkeiten des KRK sind vom Erkrankungsstadium sowie dem
Allgemeinzustand des Patienten abhangig (Stintzing 2014). Die Planung der
Behandlung des KRK sollte durch eine interdisziplindre Tumorkonferenz erfolgen
(Wright et al. 2009).

1.3.7.1 Chirurgische Therapie

Das Ziel der kurativen chirurgischen Therapie ist eine vollstandige Resektion des
Tumors (R0). Bei 70-80% der Patienten mit einem neu diagnostizierten KRK kann eine
kurative chirurgische Therapie erfolgen (Lombardi et al. 2010). Die Kkurative
chirurgische Therapie des Kolonkarzinoms beinhaltet eine en-block Resektion des
tumortragenden  Kolonabschnittes in  Form einer radikalen Hemikolektomie,
Transversum- oder Sigmaresektion mit Entfernung des Mesenteriums und des
drainierenden Lymphgebietes (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom 2014, Stintzing 2014). Bei low-risk Tumoren (pT1, G1/G2, L0, RO) wird Uber
die Durchfuhrung einer endoskopischen Mukosaresektion diskutiert (Stintzing 2014).
Das Ziel der kurativen chirurgischen Therapie des Rektumkarzinoms ist eine
kontinenzerhaltende Tumorresektion (R0). Kleine (uT1, NO, MO) und gut differenzierte
Tumore (G1/G2) kdénnen auch hier durch lokale Tumorexzision therapiert werden
(Sengupta & Tjandra 2001, Stintzing 2014). Bei Tumoren in héheren T-Stadien sollte
zusatzlich zur Rektumresektion eine Resektion des Mesorektums mit dem
drainierenden Lymphgebiet erfolgen (totale Mesorektumexzision, TME) (Stintzing
2014). Die Tumore missen mit einem ausreichendem Sicherheitsabstand reseziert
werden (Kwok et al. 1996, Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom 2014). Ist bei Tumoren mit Sphinkterinfiltration keine kontinenzerhaltende
Operation moglich, so sollte eine abdomino-perineale Resektion erfolgen (Nagtegaal et
al. 2005). Diese ist mit einer hoheren Rate an Komplikationen assoziiert (West et al.
2010).

Intraoperativ wird die Inspektion der Leber auf Metastasen empfohlen. Isolierte Leber-
und Lungenmetastasen sollten reseziert werden (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014).

Die palliative chirurgische Therapie dient in erster Linie dem Passage-Erhalt

(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014).
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1.3.7.2 Systemische Therapie

Die molekulare Zusammensetzung des Tumors spielt zunehmend eine Rolle in der
Therapie des KRKs (Stintzing 2014). Die histologische Analyse der Tumore auf
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und die Testung der Mutationsanalyse auf KRAS
(Kirsten rat sarcoma viral oncogene) und BRAF (proto-oncogene B-Raf) sowie die
Interpretation der therapeutisch wichtigen Ergebnisse erfolgt durch die Pathologen
(Fleming et al. 2012). Das KRK wird gewdhnlich mit einer adjuvanten Chemotherapie
(nach der Operation) behandelt. Das Ziel der adjuvanten Therapie ist die Zerstérung
von Mikrometastasen und die Reduktion der Haufigkeit von Rezidiven (Lombardi et al.
2010). Bei Patienten mit KRK im Stadium UICC Ill konnte durch eine adjuvante
Chemotherapie eine statistisch signifikante Verbesserung des krankheitsfreien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens beobachtet werden (Labianca et al. 1995,
Carrato 2008, O'Connell et al. 2004). Im Stadium UICC | des KRK und bei low-risk
Tumoren ist nach der chirurgischen Resektion keine adjuvante Therapie mehr
erforderlich (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014,
Stintzing 2014). Bei Patienten mit Tumoren im Stadium Il ist der Nutzen der adjuvanten
Chemotherapie nicht so deutlich, wie bei Patienten im Stadium UICC Il (Wolpin &
Mayer 2008), sodass es keine Empfehlung fir eine routinemaRige adjuvante
Chemotherapie bei Patienten mit KRK im Stadium UICC Il gibt (Benson et al. 2004). Es
sollte individuell in Abstimmung mit dem Patienten und unter Bericksichtigung der
Prognose und von eventuell vorhandenen prognostischen Hochrisikomerkmalen des
Tumors wie z.B. des Tumorgrades, der vaskularen Invasion oder anhand der
Invasionstiefe in das perirektale Fettgewebe bei Rektumkarzinomen entschieden
werden, ob der Patient von einer adjuvante Chemotherapie profitiert (Benson et al.
2004, Lombardi et al. 2010, Willett et al. 1999).

Das am meisten verwendete Medikament ist das Zytostatikum 5-FU, welches
regelmafig in der post-operativen Therapie des KRK im Stadium UICC Il eingesetzt
wird (Carrato 2008).

Bei einer Monotherapie des KRKs mit 5-FU liegen die Ansprechraten zwischen 10-20%
und das mediane Uberleben betragt weniger als 12 Monate (Johnston & Kaye 2001).
Die Kombination von LV (Folinsdure) und 5-FU verbessert die Wirkung im Vergleich
zur 5-FU Monotherapie (Wolpin & Mayer 2008, Zhang et al. 1992). Es wird die Gabe
von 5-FU als kontinuierliche Infusion der Bolusgabe vorgezogen, da die Patienten mit

einer Dauerinfusion weniger toxische Nebenwirkungen haben (Barone 2008).
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Orale Fluoropyrimidine, wie Capecitabine, stellen eine Alternative zu intravendsem 5-
FU dar (Johnston & Kaye 2001). Die Ansprechrate des KRK verbessert sich auf 40-
50% durch die zusatzliche Gabe von Oxaliplatin (einem Platinderivat) sowie Irinotecan
(einem Topoisomerase | Inhibitor) zu 5-FU und LV (Douillard et al. 2000, Giacchetti et
al. 2000, Tournigand et al. 2006, Tournigand et al. 2004).

Standardregime der adjuvanten Chemotherapie sind FOLFOX (5-Flourouracil, LV,
Oxaliplatin), (André et al. 2004) und XELOX (Capecitabine, Oxaliplatin) (Haller et al.
2011).

Die Therapie des Rektumkarzinoms unterscheidet sich von der des Kolonkarzinoms in
der perioperativen Behandlung (Stintzing 2014). Bei Rektumkarzinomen im Stadium
UICC Il und Il ist eine neoadjuvante Radio-Chemotherapie (vor der Operation) und
gegebenenfalls auch eine adjuvante Chemotherapie empfohlen (Sauer et al. 2004,
Stintzing 2014). Fir die neoadjuvante Radio-Chemotherapie wird eine 5-FU haltige
Chemotherapie empfohlen (Hofheinz et al. 2012, Nussbaum & Altomare 2015), die
zusammen mit einer fraktionierten Radiotherapie (Gesamtdosis von 50.4 Gy) uber
einen Zeitraum von funf Wochen verabreicht wird (Sauer et al. 2004). Die
neoadjuvante Radio-Chemotherapie verbessert im Vergleich zur adjuvanten Therapie
die lokale Tumorkontrolle und ist weniger zytotoxisch (Sauer et al. 2004). Sie
verlangert aber nicht das Gesamtiberleben (Sauer et al. 2004). Durch eine
neoadjuvante Radio-Chemotherapie des Rektumkarzinoms ist ein Down-Staging
madglich, sodass bei einer Reevaluation nach 4-6 Wochen eventuell eine
kontinenzerhaltende Operation mit geringerem Sicherheitsabstand (Rutkowski et al.
2008) durchgefuhrt werden kann (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom 2014).

Die Therapie des metastasierten Kolon- und Rektumkarzinoms (mKRK, UICC Stadium
IV) ist identisch (Stintzing 2014).

Eine Chemotherapie beim metastasierten, nichtresektablen KRK ist meist palliativ mit
dem Ziel der Aufrechterhaltung der Lebensqualitat und einer Verlangerung des
medianen Gesamtluberlebens der Patienten (Weeks et al. 2012). Bei einigen Patienten
mit Lebermetastasen ist aber dennoch, mithilfe der systemischen Chemotherapie, eine
Kurration moglich (Alberts 2012, Nordlinger et al. 2009).

Patienten mit mKRK, die eine systemische Chemotherapie mit 5-FU erhalten, haben

ein signifikant langeres Gesamtiiberleben (11,0 Monate) als Patienten mit mKRK, die
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nur Best Supportive Care (BSC) erhalten (5,0 Monate), bei vergleichbarer
Lebensqualitat in beiden Gruppen (Scheithauer et al. 1993).

Durch die zusétzliche Gabe von Oxaliplatin und Irinotecan kann das Uberleben weiter
verlangert werden. Sowohl FOLFOX (Tournigand et al. 2006) als auch die Therapie mit
FOLFIRI (5-FU, LV, Irinotecan) sind beim mKRK ein Standard first-line Regime die
beide das mediane Gesamtuberleben der Patienten auf 20 Monate verlangern
(Tournigand et al. 2004). Durch die Therapie mit FOLFOXIRI (5-FU, Irinotecan und
Oxaliplatin) konnte bei sorgfaltig ausgewahlten, jingeren und medizinisch fitteren
Patienten eine bessere Wirksamkeit gezeigt werden, als durch die Therapie mit
FOLFIRI (Falcone et al. 2013, Stintzing 2014). Da FOLFOXI allerding eine hdhere
Zytotoxizitat aufweist, sollte es nur bei ausgewahlten Patienten angewendet werden
(Stintzing 2014).

Eine weitere Verlangerung des medianen Gesamtiiberlebens ist durch die Gabe von
monoklonalen Antikoérpern, wie den EGFR-Antikorpern Cetuximab (van Cutsem et al.
2011) und Panitumumab (Douillard et al. 2014), zusatzlich zur Chemotherapie zu
erzielen.

Die zusatzliche Gabe des VEGF-Antikorpers Bevacizumab zur Chemotherapie
verbessert das progressionsfreie  Uberleben, aber verlangert nicht das
Gesamtiberleben (Saltz et al. 2008).

Eine Therapie mit den EGFR-Antikdrpern ist nur bei Patienten mit KRAS Wild-typ-
Tumoren effektiv (Douillard et al. 2014, van Cutsem et al. 2011). Daher ist es wichtig
vor Beginn der Therapie mit monoklonalen Antikérpern wie Cetuximab, Panitmumab
oder Bevaziumab das Ergebnis der KRAS- Mutationsanalyse des Tumors zu kennen
(Stintzing 2014, Wang et al. 2010). Bei Tumoren mit KRAS-Mutationen kann
Bevacizumab mit den gangigen first-line-Chemotherapie Regimen (FOLFOX, FOLFIRI
oder FOLFOXIRI) kombiniert werden (Fuchs et al. 2008, Loupakis et al. 2014, Saltz et
al. 2008).

1.3.8 Prognose und Nachsorge

Die 5-Jahreslberlebensraten sind abhangig vom Stadium der Erkrankung. Sie
betragen im Stadium | bis zu 86% und sinken bis auf 10% im Stadium UICC IVb ab
(Lan et al. 2012). Die 5-Jahrestberlebensrate liegt bei Patienten mit KRK bei 54% in

Deutschland und bei 60% in Nordamerika (Coleman et al. 2008).
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Patienten mit einem KRK des UICC-Stadiums Il und Il (nach RO-Resektion) werden
regelmafRige Nachsorgeuntersuchungen empfohlen (zum Nachsorgeschema siehe
Abb. 8).

Untersuchung

Anamnese, kirperliche
Untersuchung, CEA

Koloskopie
Abdomensonog raphis
Sigmoidoskopie
[Rektoskopie)***
Spiral CT

[bei Rektum Ca)
Rintgen Thorax

[bei Rektum CA)

*wenn keine vollstindizge Holoskopie prioperativ erfolgt ist
**bei unauffiligem Befund nichste Koloskopie nach 5 lahren
***nur beim Rektumkarzinom chne necadjuvante oder adjuvante Chemaotherapie

Abbildung 8: Nachsorgeschema bei KRK im Stadium UICC Il oder |l

(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014)
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2 Fragestellung

Trotz der Fortschritte in der adjuvanten Chemotherapie und in den chirurgischen
Techniken gab es nur eine geringe Verbesserung des Uberlebens der Patienten
(Bourret et al. 1979, Krook et al. 1991). Die 5-Jahresiberlebensrate bei Patienten mit
KRK liegt immer noch nur bei 44% in Grof3britannien und bei 60% in Nordamerika
(Coleman et al. 2008). 5-Fluorouracil (5-FU; 1) wird regelméRig in der post-operativen
Therapie des KRK im Stadium UICC Il eingesetzt (Carrato 2008), aber auch zur
Therapie zahlreicher weiterer solider Tumore verwendet (Bodner-Adler et al. 2007,
Kish et al. 1994, Zhao et al. 2013).

Die Wirkung von 5-FU (1) beruht auf der Hemmung der Thymidylat Synthase (Sommer
& Santi 1974) sowie der Integration der Metabolite in die RNA und DNA der Zellen
(Ishii & Marumo 2004, Pettersen et al. 2011). Dartber hinaus wird angenommen, dass
der Mechanismus und der Umfang des Zellschadens an humanen Zellen durch
Chemotherapeutika, wie z.B. 5-FU, auch vom Signalweg des programmierten Zelltodes
(Apoptose) abhangt (Lowe et al. 1993).

Trotz adaquater Therapie bekommen 30-50% der Patienten mit KRK im Verlauf ein
Rezidiv oder versterben an ihrer Erkrankung (Adam Naguib et al. 2012).

Die bedeutendsten klinischen Probleme der Therapie sind Resistenzen des Tumors
gegen die Chemotherapie, Nebenwirkungen der angewendeten Chemotherapeutika
und Metastasierung des Tumors trotz adaquater Therapie.

Mehrere Patienten, die mit 5-FU (1) behandelt werden, haben Tumore, die eigentlich
resistent gegen 5-FU sind (Nita et al. 1998). Resistenzen kdnnen uber viele
Mechanismen entstehen, beispielsweise durch eine Mutation im p53
Tumorsuppressorgen (Nita et al. 1998) oder durch eine vermehrte Expression der
Thymidylat Synthase (Copur et al. 1995, Johnston et al. 1992).

Die Nebenwirkungen eines Medikaments konnen durch hohe Blutkonzentrationen und
eine unspezifische systemische Verteilung der Medikamente entstehen (Kodama et al.
2008, Mader et al. 2011), z.B. wenn durch eine stark eingeschrankte Verfugbarkeit nur
ein kleiner Prozentteil der eingesetzten Dosis des Medikamentes das Tumorgebiet
erreicht (Mader et al. 2011).

Um bessere Therapieerfolge zu erzielen, wurden verschiede Applikationsverfahren des
Medikaments getestet, z.B. die Bolusgabe von 5-FU, die Gabe als Dauerinfusion tber
einen langeren Zeitraum hinweg (Barone 2008) oder die topische Anwendung bei der

aktinischen Keratose und dem Basalzellkarzinom (Albert 1985, Heidelberger et al.
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1958). Eine andere Mdglichkeit um die Effektivitéat der Therapie zu verbessern, ist die
Veranderung der molekularen Struktur des Medikaments, um die Diffusionsrate und die
Verfluigbarkeit im Tumorgebiet zu erhéhen.

Die intrathekale Behandlung mit 5-Fluoro-2‘-Deoxyuridine (2b) wvon malignen
Hirntumoren mit meningealer Dissemination zeigte, dass dieses Nukleosid eine
ausgezeichnete Antitumoraktivitdt und eine minimale Neurotoxizitat aufweist (Yamada
et al. 1998). Eine hohe Hydrophilie stellt in diesem Zusammenhang einen der grofiten
Nachteile von vielen Medikamenten dar, da diese die Penetration durch die
Zellmembran, aber auch die Passage der Blut-Hirn-Schranke verhindert. Um diese
Probleme zu beheben — die relative Hydrophobie zu erhéhen und pharmakologischen
Eigenschaften zu verbessern — ist das Einfligen von lipophilen Resten in die Struktur
des Medikaments wuinschenswert (Peters 1995). Um ein mdglichst niedriges
molekulares Gewicht der Medikamente zu erhalten, ist es wichtig, dass die chemischen
Veranderungen ,Lipinskis Regel der Funf“ entsprechen (Ghose et al. 1999, Lipinski et
al. 2001). Diese Regel beschreibt die molekularen Eigenschaften, die wichtig sind fir
die Pharmakokinetik eines Medikamentes im menschlichen Kérper und schliel3t die
Absorption, die Distribution, den Metabolismus und die Exkretion mit ein (ADME). Sie
ist essentiell fur die Herstellung von Medikamenten, um eine pharmakologisch aktive
Substanz schrittweise zu optimieren und um die Aktivitdt und Selektivitat zu
verbessern. Vor diesem Hintergrund stellten Prof. Dr. Rosemeyer und Frau Dr. Malecki
im Rahmen eines Kooperationsprojekts (Prof. Rosemeyer, Osnabrick/Prof. Kinscherf,
Marburg) verschiedene Derivate von 5-Fluorouridine (5-FUrd; 2a) her, welche lipophile
Reste in N(3)- und/oder in 2‘3‘-O-Position tragen (3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b), mit dem Ziel
einer verbesserten Wirksamkeit und einer geringeren Rate an Nebenwirkungen
(Kostler et al 2013, Malecki et al. 2013a, Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014,
Malecki & Rosemeyer 2010, Rosemeyer et al. 2012, Rosemeyer & Malecki 2012, Werz
et al. 2013. Zusatzlich wurde zum Vergleich das 2'3'-O-Nonadecylidene Derivat von
Uridin, 3c, hergestellt (Kdstler et al. 2013).

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die zellgestitzte Testung des Drug Delivery
Konzeptes der ,Lipid-Nucleosid- und Polysaccharid-Konjugate von 5-Fluorouracil® (2a,
3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b). Die Fragestellungen waren deshalb, ob die
fluoreszenzmarkierten Substanzen von unterschiedlichen Zelltypen (vorwiegend
Krebszelllinien) internalisiert werden (2c, 3b-7b), welchen Einfluss die Aufnahme der

Testsubstanzen auf die Proliferation und Apoptose der Zellen hat (zur Testung der
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zytostatischen/zytotoxischen Aktivitdt) und wie sich die Behandlung der Zellen mit
diesen Substanzen auf die Gensignatur (zur Testung der Signaltransduktion) auswirkt?
Die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wird intensiv fir wissenschaftliche
Untersuchungen genutzt und ist gut bekannt (Bonaterra et al. 2013, Tang et al. 2007).
Um die Effekte der Substanzen auch an anderen Krebszelllinien zu testen
verwendeten wir zwei weitere Zelllinien: eines humanen hepatozellularen Karzinoms
(HepG2) (Redman et al. 1983, Zeng et al. 2014) und eines murinen
Nierenzellkarzinoms (RENCA) (Ishii & Marumo 2004, Salup et al. 1985) sowie
differenzierte Makrophagen (THP-1) als Beispiel fur sich nicht mehr teilende

differenzierte Zellen (Busca et al. 2014).
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3  Material

3.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller

5-Fluoracil

Sigma- Aldrich, Saint Louis, USA

5-Fluorouridinderivate 3a-7a,3c, 3b-7b

Prof. Dr. Helmut Rosemeyer, Institut fur
Chemie, Universitat Osnabriick, Germany

10x Reaktionspuffer (DNase Verdau)

Fisher Scientific, Schwerte, Germany

ATTO 425°

ATTO-TEC, Siegen, Germany

Chloroform

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Deoxynucleotide Mix (dNTP)

Agilent Technologies Life Sciences and

Chemical Analysis, Waldbronn, Germany

Deoxyribonuclease | (DNAse I), RNase-

free

Fermentas, Thermo Fisher Scientific -

Germany GmbH, Schwerte , Germany

Dimethylsulfoxid (DMSO)

HYBRI MAX®, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA

Dithiothreitol (DTT)

Agilent Technologies Life Sciences and
Chemical Analysis, Waldbronn, Germany

Ethanol 70%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Thermo Scientific, Schwerte, Germany

Fotales Kéalberserum (FKS)

Standard Quality EU aproved, PAA
Laboratories, Pasching, Austria

Hoechst 33342

Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Germany

Isopropanol 100%

Roth, Karlsruhe, Germany

Oligo (dT)4g primer

Fermentas, Thermo Fisher Scientific -

Germany GmbH, Schwerte , Germany

Phosphatgepufferte Salzlésung Without
Ca& Mg, steril (PBS)

PAA Laboratories, Pasching, Austria

Penicillin/Streptomycin (100x)

PAA Laboratories, Pasching Austria

peqGOLD TriFast™

PEQLAB Biotechnologie GMBH,

Erlangen, Germany

Phorbol myristate acetate (PMA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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PrestoBlue™ reagent

Invitrogen-Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany

Pro Long® Gold antifade reagent

Invitrogen-Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany

RiboLock™ RNase Inhibitor

Fermentas, Thermo Fisher Scientific -

Germany GmbH, Schwerte, Germany

RNase AWAY® (Dekontaminationsldsung)

Molecular BioProducts Inc., San Diego,
USA

RNAse ZAP® RNase
(Zap(Dekontaminationslésung)

Ambion, Life Technologies, GmbH,
Darmstadt, Germany

RPMI 1640 Zellkulturmedium

PAA Laboratories, Pasching, Austria

Tris-EDTA Puffer (TE)ph8,0

Ambion Life Technologies, GmbH,

Darmstadt, Germany

Trypanblau, in 0,4% L6sung in Aqua

dest., sterilfiltriert

Merck, Darmstadt, Germany

Trypsin/EDTA (1x) Losung, 0,05%/0,02%
in Dulbeccos Phosphat Buffered Saline
(D-PBS)

PAA Laboratories, Pasching, Austria

UltraPURE" DNAse/RNAse free Destilled
Water

Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Germany

YO-PRO®-1 lodide

Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Germany

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien
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Kit Inhalt Hersteller

Affinity Script AffinityScript Agilent, Technologies Life
Multiple Reverse Transcriptase (RT) SCienCQS and Chemical
Temperature AffinityScript RTPuffer 10x Analysis, Waldbronn,
Reverse Germany

Transcriptase

100 mm DTT

Agilent RNA 6000
Nano Kit

Agilent RNA 6000 Nano Chips
Ladder

DyeKonzentrat

Marker

Gel Matrix

Brilliant Il Ultra-
Fast SYBR® Green
QPCR Master Mix

Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR" Green
QPCR Master Mix
Reference dye, ROX (1Imm) 2x

Tabelle 2: Liste der verwendeten Kits
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Alle verwendeten Primer stammen von der Firma Qiagen GmbH, Hilden; Deutschland.

Primer Symbol Amplikonlange (bp) | Katalognummer
Actin, beta Actb 146 bp QT00095431
Beta-2-Mikrogloblin B2M 98 bp QT00088935
BCL2-associated X protein | Bax 111 bp QT00031192
Caspase 3 Casp3 147 bp QT00023947
Glyceraldehyde-3- Gapdh 119 bp QT01192646
phosphate dehydrogenase

Interleukin 8 IL-8 102 bp QT00000322
Tumorsuppressor p53 Tp53 112 bp QT00060235
Proliferating cell nuclear PCNA 105 bp QT00024633
antigen

Tabelle 3: Liste der verwendeten Primer
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3.2 Zellinien

Zelllinie Firma

HT-29-Zelllinie DSMZ, GmbH, Braunschweig, Germany
(humanes Kolonkarzinom)

THP-1-Zelllinie DSMZz, GmbH, Braunschweig, Germany

(humane akute Monozyten Leukamie)

HepG2-Zellline

(humanes hepatozellulares Karzinom)

DSMZz, GmbH, Braunschweig, Germany

RENCA-Zelllinie

(Maus Nierenzellkarzinom)

CLS, Eppelheim, Germany

Tabelle 4: Liste der verwendeten Zelllinien
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3.3 Einmalmaterial
Material Hersteller
6-Well Platten BD Falcon™ Multiwell, Becton, Dickinson

and Company, Heidelberg, Germany

8-well culture slide

flexiPERM®, Sarstedt AG, Sevelen,

Switzerland

96-Well Platten

BD Falcon™, Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, Germany

Agilent RNA Nano Chips

Agilent Technologies Sales & Services
GmbH & Co.KG, Waldbronn, Germany

Biosphere FilterTips, steril, 10 ul, 20 pl,
200 pl, 1000 pl

Sardtedt AG, Numbrecht, Germany

C-Chip (DHC-NO1)

Digital Bio,NanoEn Tek Inc., Seoul, Korea

DNAse freie Cups 2 ml 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Eppendorf Combitips Biopur® 1,25 ml;
12,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg Germany

Flaconrohrchen steril,15 ml; 50 ml

Sardtedt AG, Numbrecht, Germany

QPCR 96-Well Platten

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Serologische Pipetten steril, pyrogenfrei 5
ml, 10 ml, 25ml, 50 ml

Sardtedt AG, Nuimbrecht, Germany

Tissue Culture Flask T-25; T-75

Sardtedt AG, NUumbrecht, Germany

Zellschaber, Cell Scarper M

TRP, Switzerland 99003

Optical tube strips (8x Strip)
Verschlussstreifen fir 96-Well Platte

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Tabelle 5: Liste der verwendeten Einmalmaterialien
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3.4 Gerate

Gerat

Hersteller

Axio Image.M2 Mikroskop

Carl Zeiss GmbH, Jena Germany

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Biofuge fresco Heraeus

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Germany

Brutschrank B 5042

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Germany

Chip priming station

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Thermozykler PTC-200 Peltier Thermal
Cycler

Biozym Diagnostik GmbH, Milheim,

Germany

MJ- Research PTC- 200 Thermocycler

Global Medical Instrumentation Inc.,
Ramsey, USA

Multipette 4780

Eppendorf AG, Hamburg, Germany

NANO DROP 2000c Spectrophotometer

PEQLAB Biotechnologie GMBH,
Erlangen, Germany

Sicherheitswerkbank-HeraSafe

Heraeus Instruments GmbH, Hanau,

Germany

SUNRISE ELISA-reader

Tecan, Salzburg, Austria

Real- time Thermozykler Mx3005P QPCR

Systems

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Vortexer MS 3

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,

Germany

Zentrifuge Perfect Spin P

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Germany

Zentrifuge Pico 17

Heraeus Holding GmbH, Hanau.

Germany

Tabelle 6: Liste der verwendeten Gerate
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3.5 Programme und Software

Software Firma Anwendung
AxioCam HRc/ Axio Carl Zeiss GmbH, Jena | Bildbearbeitungssytem
Vision Rel 4.8 Germany

NormFinder.xla

Molecular Diagnostics
Laboratories,
Covington, USA

Housekeeping Gene

ZEN 2011. AxioVision
SE64 Rel. 4.8.3

Carl Zeiss GmbH, Jena

Germany

Lichtmikroskopische Auswertungen

MxPro QPCR Software

Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, USA

Real Time PCR

Sigma Plot 12.0

Systat Software, Inc,
Chicago, USA

Statistische Auswertung

Tabelle 7: Liste der verwendeten Programme und Software
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden fir die Experimente verwendet:

HT-29-Zelllinie
HT-29 (humane Kolonkarzinom) Zelllinie: HT-29-Zellen sind adhérent wachsende
Zellen. Die Zelllinie wurde 1964 aus einem Adenokarzinom des Kolons einer 44 Jahre

alten Frau isoliert und in Kultur genommen.

THP-1-Zelllinie
THP-1 (humane akute Monozyten Leukamie) Zelllinie: Diese Zelllinie entstammt aus
dem peripheren Blut eines an akuter Leuk&mie (AML) erkrankten einjahrigen Jungen.

HepG2-Zelllinie
HepG2 (humane hepatozellulare Karzinom) Zellline: HepG2 Zellen sind adhérent
wachsende Zellen. Die Zellen wurden aus einem hepatozellularen Karzinom eines 15-

jahrigen Jungen entnommen und Kkultiviert.

RENCA-Zelllinie
RENCA (Maus Nierenzellkarzinom) Zelllinie: Diese Zellen wurden aus einem spontan

entstandenem Adenokarzinom einer Mausniere entnommen.

4.1.2 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden in 90% RPMI 1640 erganzt mit 10% Fetalem Kalberserum (FKS),
(30 min. hitzeinaktiviert bei 56°C) kultiviert. Dieses wurde mit 100 U/ml Penicillin und
0,1 mg/ml Streptomycin versetzt. Die Zellen wurden bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit
von 95% und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle 48 h.

Das Arbeiten erfolgte unter einer sterilen  Sicherheitswerkbank  mit

Schutzhandschuhen, um mdgliche Kontaminationen der Zellen zu vermeiden.
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4.1.2.1 Kryokonservierung der Zellen

Um die Zellen dauerhaft aufzubewahren, wurden sie in flissigen Stickstoff eingefroren.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gespllt. 1 ml
Trypsin/EDTA- Lésung wurde dem Zellrasen zugesetzt. Die Zellen inkubierten nun ca.
10 min im Brutschrank, bis das Trypsin die Zellen von dem Boden der Nahrflasche
abgel6st hat. AnschlieRend wurden die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen, in ein
15 ml Falcon-Rohrchen Uberfuhrt und 10 min bei 250 x g abzentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde das Pellet in 1 ml Nahrmedium mit 10% FKS aufgenommen und
in ein steriles Cup uberfuhrt. Die Zellen wurden fur 2-3 h bei -20°C in den Kuhlschrank
zum vorkuhlen gestellt. AnschlieRend wurde gekuhltes Einfriermedium im Verhéltnis
1:1 zu den Zellen gegeben. Das Einfriermedium besteht aus RPMI mit 10% FKS und
20% DMSO. Unmittelbar nach Zufligen des Einfriermediums wurden die Zellen fiir 24 h
bei -80°C eingefroren. Danach wurden sie im Flussigstickstofftank aufbewahrt.

4.1.2.2 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstoffbehalter genommen und 2 min im Wasserbad bei
37°Celsius aufgetaut. AnschlieRend wurden sie mit 10 ml frischem Medium in ein 15 ml
Falcon-Réhrchen dberfiihrt und 10 min bei 250 x g zentrifugiert, um das DMSO
auszuwaschen. Die Zellen wurden in eine Kulturflasche gegeben. Nach 24 h
Kultivierung bei 37°C im Brutschrank erfolgte ein Mediumwechsel, um die

abgestorbenen Zellen zu entfernen.

4.1.2.3 Passagieren der Zellen

Zum Passagieren der Zellen wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS
gespllt. 1ml Trypsin/EDTA- Lésung wurde dem Zellrasen zugesetzt. Die Zellen wurden
10 min bei 37°C inkubiert, bis das Trypsin die Zellen von dem Boden der abgeldst hat.
AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und in ein 15 mi
Falcon-Roéhrchen Uberfuhrt und 10 min bei 250 x g zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Um ein
kontinuierliches Zellwachstum gewéhrleisten zu kdnnen, wurde die Zellzahl bestimmt
und die Zellen 1:10 gesplittet. Die Viabilitdt und die Zellzahl wurden mittels
Trypanblaufarbung bestimmt. Die lebenden Zellen wurden in der Zahlkammer
ausgezahlt und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet:
Zellzahl der vier grofien Kammern

Zellen pro ml = 4 x Verdunnungsfaktor x 10.000
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4.2 Verwendete Substanzen

Die von uns verwendeten Substanzen wurden im Chemischen Institut der Universitat
Osnabrick von Herrn Professor Rosemeyer und Frau Dr. Malecki synthetisiert (Malecki
2013).

Hergestellt wurde eine Reihe von Nucleolipidderivaten von 5-FUrd (2a), die lipophile
Gruppen an N(3)- und/oder in 2°3°-O-Position (3a-7a und 3c) tragen (Kdstler et al 2013,
Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014, Malecki & Rosemeyer 2010, Rosemeyer et
al. 2012, Rosemeyer & Malecki 2012, Werz et al. 2013).

Die meisten dieser Derivate wurden mit dem Cumarin-fluoreszierenden Farbstoff ATTO
425°-konjugiert, um eine mégliche Internalisierung durch Zellen dokumentieren zu
kénnen. Das ATTO 425° wurde als N(9)-Butanone am 5-OH des Nucleolipids
gebunden (3b-7b) (Malecki et al. 2013a). Die Herstellung der Derivate 3b-7b wurde
beschrieben in Malecki et al. 2013a.

Die Derivate 4a und 6a wurden hergestellt wie von Malecki & Rosemeyer 2010
beschrieben. Die Herstellung des Derivates 3a wurde beschrieben in Rosemeyer &
Malecki 2012. Das Derivat 5a wurde hergestellt wie in Malecki et al. 2013b. Das
Derivat 3c wurde hergestellt wie beschrieben wurde in Rosemeyer et al. 2012, Werz et
al. 2013. Das Derivat 7a wurde aus einem nicht-farnesylierten Vorlaufermolekdl
hergestellt (Kostler et al 2013, Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014, Malecki &
Rosemeyer 2010, Rosemeyer & Malecki 2012) Die Substanzen wurden aus ,Stock-
Lésungen® bzw. Lyophilisaten in DMSO gel6st, um Konzentrationen von 10 uM, 20 uM,
40 UM und 80 UM zu generieren (Da Violante et al. 2002, Miret et al.2006).
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Abbildung 9: Struktur von 5-Fluorouracil (5-FU; 1) und dessen Derivate 5-
Fluorouridine (5-FUrd; 2a) und 2’-Deoxy-5-Fluorouridine (Floxuridine, 5-FdUrd,;

2b) (Malecki et al. 2013a)
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Abbildung 10: Struktur der 5-FUrd Derivate 3a—7a, sowie der ATTO 425°-
kunjugierten 5-FUrd Derivate 3b—7b und des Uridin Derivates 3c (Malecki et al.

2013a)

30



— Methoden-—

4.3 Intrazellulare Lokalisation der ATTO 425® markierten Substanzen

Um zu untersuchen, ob die Substanzen die Zellmembran passieren kénnen und in
welchem Zellkompartiment sie danach lokalisiert sind, wurde die HT-29-Zelllinie mit
ATTO 245°-markierten Test-Substanzen inkubiert.

4 x 10* humane HT-29-Zellen (Passage 8-9) in 400 pl Medium pro Well wurden in 8-
Well Silikoneinsatzen auf sterilen Objekttragern kultiviert. Die Zellen wurden 24 h
inkubiert und die zu testenden Substanzen in einer Konzentration von 20 pM
hinzugefiigt. Getestet wurden die mit ATTO 245® markierten Konjugate 2c und 3b-7b.
Nach weiteren 24 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 4% PFA fixiert. Die Silikoneinsatze wurden entfernt und die Zellen erneut mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit Pro Long® Gold antifade
reagent eingedeckt. Nun erfolgte eine Analyse der Zellen unter dem Mikroskop mit
Hilfe eines speziellen ATTO-Filters (Ex. 436 mm / Em. 484 nm). Die Zellen wurden mit
einem Axio Image.M2 Mikroskop fotografiert mit einem digitalen hochauflésenden
Bildbearbeitungssytem AxioCam HRc/ Axio Vision Rel 4.8. Die digitalisierten Bilder
wurden durch eine standardisierte Bildverarbeitungssoftware bearbeitet und

beschriftet.

4.4 Viabilitat-Assay

Die Messung der Zytotoxizitat der Substanzen erfolgte mittels PrestoBlue™ Viabilitat-
[Zytotoxizitat-Assays (Boncler et al. 2014).

5 x 10° humane HT-29-Zellen (Passage 5-8) wurden in 96-Well Platten in 100 pl
Medium ausgesat und far 24 h inkubiert. Die HT-29-Zellen weisen eine
Verdopplungszeit von 48 h auf, sodass zu Versuchsbeginn ca. 7,5 x 10° Zellen pro
Well vorhanden waren. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel und die Zellen wurden
mit den zu testenden Substanzen inkubiert. Es wurden 5-FU (1), 5-FUrd (2a) und
dessen Derivate 3a-7a und 3c, sowie die mit ATTO 425® konjugierten Derivate 2c, 3b-
7b zur Testung verwendet. Es wurden je 4 unabhangige Experimente durchgefiihrt und

pro Behandlung und Experiment wurden 4—6 Wells verwendet.

Die in DMSO gel6sten Substanzen wurden in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40
MM und 80 uM getestet. Als Negativkontrollen wurden Zellen zum einen nur in Medium
(100% der Viabilitdt) und zum anderen mit Medium und 0,4% DMSO kultiviert (Miret et
al. 2006). Fiir die ATTO 425°-konjugierten Derivate wurden Zellen nur mit ATTO 425°

als weitere Negativkontrollen kultiviert.
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Nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation wurde die Viabilitat der Zellen gemessen. Hierfur
wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt und anschlieRend in die Wells 10%
PrestoBlue™ reagent zum Medium hinzugefigt. PrestoBlue™ ist eine
Weiterentwicklung von alamarBlue® und ist sensibler als dieses. AlamarBlue® ist ein
Redox-Indikator  fuir  Enzymaktivitat. Es wird fur das Screening von
Viabilitat/Zytotoxizitat in Organismen verwendet (Al-Nasiry et al. 2007, Bull et al. 2001,
Hamid et al. 2004, Sykes & Avery 2009, van der Harst, M R et al. 2005). In lebenden,
metabolisch aktiven Zellen wird PrestoBlue™ reduziert, sodass in kurzer Zeit eine
gquantitative Messung der Viabilitdit der Zellen, mittels optischer Absorption,
durchgefuhrt werden kann. Die Messung der Viabilitdt der Zellen erfolge nach dem
Protokoll von Invitrogen-Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany. AnschlieRend
wurden die Platten fur 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 6 h inkubiert und die optische Dichte
(OD) mit Hilfe des SUNRISE ELISA-Readers bei 570 nm und 600 nm (als Kontrolle)
gemessen. Die Ergebnisse werden in

% Viabilitat = (Probe OD(s70 nm - 600 nm referencey *100) / Kontrolle OD (570 nm - 600 nm reference)
gezeigt.

Der Versuch wurde in gleicher Weise mit den anderen Zelllinien wiederholt (Tab. 8). In
je 100 pl Medium pro Well wurden folgende wurde in 96-Well Platten ausgesét: 15 x
10®° humane THP-1 (Passage 6-9) Makrophagen [die mit PMA (phorbol myristate
acetate)-differenziert wurden], 5 x 10°, RENCA-Zellen (Passage 4-7) und 5 x 10 3
humane HepG2 Zellen (Passage 5-8). Getestet wurden 5-FU (1), 5-FUrd (2a) und
dessen Derivate 3a-7a und 3c in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 puM und 80
M. Nach 48 h Inkubation wurde die Viabilitat der Zellen mit 10% PrestoBlue™ reagent
mit Hilfe eines SUNRISE ELISA-Readers gemessen.

Zelllinie | Substanz Kontrolle Inkubationszeit

HT-29 1, 2a, 3a-7a, 3¢ | Medium, 0,4% DMSO 24 h,48h, 72 h

HT-29 2c, 3b-7b ATTO 425® 1-fache und 3-fache 24 h,48h, 72 h
Konzentration

THP-1 2a, 3a-7a, 3c Medium 0,4% DMSO 48 h

RENCA | 1, 2a, 3a-7a, 3¢ | Medium, 0,4% DMSO 48 h

HepG2 1, 2a, 3a-7a, 3c | Medium, 0,4% DMSO 48 h

Tabelle 8: Versuchsaufbau des Viabilitat-/Zytotoxizitat-Assays
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4.5 Apoptose-Assay

Es wurden 1 x 10* humane HT-29-Zellen (Passage 5-7) in 100 pl Medium pro Well auf
96-Well Platten ausgesat. Die Zellen wurden fir 24 h inkubiert. AnschlieRend wurden
diese mit den zu testenden Substanzen 5-FU (1), 5-FUrd (2a), 3a-7a und 3c inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden Zellen nur mit Medium bzw. mit Medium und 0,4% DMSO
behandelt. Die zu untersuchende Substanzen wurden in den Konzentrationen 10 uM,
20 pM, 40 pM und 80 pM getestet. Der Versuch wurde in Doppelbestimmung
ausgefiihrt. Nach 1 h, 2 h, 4 h und 6 h Inkubation wurden die Platten mit YO-PRO®-1
lodide in der Konzentration 1:1000 und Hoechst 33342 in der Konzentration 1:2000,
gefarbt.

YO-PRO®-1 lodide ist ein grin fluoreszierender DNA intercalant-Farbstoff, der nicht
zellmembranpermeabel ist, aber in apoptotische Zellen eindringen und diese so
sichtbar machen kann (ldziorek et al. 1995). Als Gegenfarbung wurde Hoechst 33342
benutzt. Hoechst 33342 ist ein Farbstoff, der blau fluoresziert, wenn er an dsDNA
bindet. Der Farbstoff durchdringt auch die Membran lebender Zellen und farbt ihre
Kerne (Arndt-Jovin & Jovin 1977).

AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Mikroskop mit einem speziellen Filter fur
YO-PRO®-1 lodide (FITC) und Hoechst 33342 (DAPI) analysiert. Hoechst 33342 hat
die Anregung bei 350 nm und die Emission bei 461 nm, sodass dieser
Fluoreszenzfarbstoff mit einem DAPI-Emisionsfilter detektiert werden kann. Der
Farbstoff YO-PRO®-1 lodide hat die Anregung bei 491 nm und die Emission bei 509
nm. YO-PRO®-1 lodide und kann mit dem FITC-Filter detektiert werden (Abb. 11).
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Abbildung 11: Fluorescence Spectral Viewer; Life Technologies
(www.lifetechnologies.com/de/de/homel/life-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html)
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Die Zellen wurden mit einem Axio Image.M2 Mikroskop fotografiert unter Zuhilfenahme
eines digitalen hochauflésenden Bildbearbeitungssytems AxioCam HRc/ Axio Vision
Rel 4.8. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit ZEN 201 Software.

4.6 Quantitative Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Um den Einfluss der Substanzen auf die Expression von Genen der humanen HT-29-
Zellen zu analysieren, wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt. Von besonderem Interesse
sind in diesem Zusammenhang Apoptose-induzierende bzw. Proliferations-relevante

Gene.

4.6.1 RNA-Isolierung

Zur Gewinnung des Materials wurden 25 x 10* HT-29-Zellen (Passage 7-10) in 6-Well
Platten ausgesat. Die Zellen wurden fir 24 h bei 37°C und 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschlieend die Substanzen hinzugefiigt. Verwendet
wurden die Substanzen wurden 5-FU (1), 5-FUrd (2a) und dessen Derivate 3a-7a, 3c,
eine Negativkontrolle nur mit Medium und eine Kontrolle mit 0,2% DMSO in Medium.
Die Konzentration der Substanzen betrug 40 uM. Nach der Zugabe der Substanzen
wurden die Zellen fir 6 h im Brutschrank inkubiert. Es wurden pro Substanz zwei
Ansatze ausgesat, um genigend Zellmaterial fir die Realtime PCR zu erhalten, bei
einer Zelldichte, die den Versuchen in den 96-Well Platten entsprach.

Die RNA-Extraktion erfolgte nach der Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode, nach
dem Protokoll von peqGOLD TriFast™ (Fa. Peglab).

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen auf Eis gestellt und unter dem
Abzug vorsichtig mit einer Pipette das Medium abgenommen. Es wurden pro Well 500
il peqGOLD TriFast™ auf die Zellen gegeben, um RNA zu extrahieren. Die Zellen
wurden nun mit einem Zellschaber vom Boden des Wells geldst, mit der Pipette
aufgenommen und in ein steriles RNAse- und DNAse-freies 2 ml Eppendorfcup
Uberflihrt. Anschlielend erfolgte eine Spritzen-Passage, um die Suspension zu
homogenisieren und die Zellen aufzulésen.

Um die Proben zu trennen, wurden diese 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu den
Proben wurden pro verwendeten Milliliter peqGOLD TriFast™ 0,2 ml Chloroform
gegeben und danach die Cups 15 sec. geschuttelt. AnschlieRend erfolgte eine
zehnmindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurden sie fur 10 min bei

12.000 x g und 4°C zentrifugiert, um eine Phasenauftrennung zu bekommen.
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Durch das Zentrifugieren entstanden drei Phasen: unten im Cup befand sich eine rote
Phenol-Chloroform-Phase, eine weildliche Interphase in der Mitte, und oben eine
farblose Phase. In der unteren und mittleren Phase befanden sich die DNA und die
Proteine. In der oberen farblosen, wassrigen Phase befand sich die fur uns relevante
Gesamt-RNA. Diese wassrige Phase wurde mit einer Pipette abgenommen und in ein
neues steriles RNAse-und DNAse-freies Cup gegeben. Die anderen Phasen wurden
verworfen. Die Phasentrennung durch das Chloroform wurde noch einmal wiederholt,
um eine mdogliche Verunreinigung durch DNA oder Proteine so gering wie moglich zu
halten.

Um die RNA zu prazipitieren, wurden 0,5 ml 100% Isopropanol pro eingesetzten
Milliliter peqGOLD TriFast™ hinzugefiigt und die Proben fur 15 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben fir 30 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Unten
im Cup war nach der Zentrifugation das RNA-Pellet lokalisiert. Das Isopropanol wurde
vorsichtig abgenommen und das Pellet durch Zugabe von 500 pl 70% Ethanol durch
Vortexen und anschlieBender 10 minutiger Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C
gewaschen.

Nach Abnahme des Ethanoluberstandes trocknete das RNA-Pellet an der Luft unter
dem Abzug. AnschlieBend wurde es in 20 pl pro Cup RNAse-freiem, ultrapurem
Wasser aufgenommen und mehrmals resuspendiert. Um die Lésbarkeit zu verbessern
wurden die Proben fur 10 min auf 55-60°C im Wasserbad erhitzt und anschlie3end die
Proben bei -80°C gelagert.

4.6.2 Kontrolle der RNA-Qualitat und -Integritit

Mit dem NanoDrop 2000c, einem Spektralphotometer, wurde die Konzentration der
RNA und deren Reinheit gemessen, unter Verwendung von 1 pl Probe. RNA hat ihr
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Proteine haben ihr Maximum bei 280 nm. Die
Reinheit einer Probe wurde mit Hilfe des Axsons0 Verhaltnisses bestimmt. Weitgehend
proteinfreie Lésungen haben einen Quotienten von 1,8 und 2,0. Ist eine Probe zum
Beispiel durch Proteine verunreinigt, ist die Extinktion bei 280 nm erhéht und damit der
Assopso EXxtinktionsquotient erniedrigt (Gallagher & Desjardins 2008). Der Azsoso
Extinktionsquotient unserer Proben lag zwischen 1,67 und 1,98.

Fur die Bestimmung der RNA-Integritéat wurde das Agilent Bioanalyzer RNA 6000 Nano
Assay verwendet. Die Integritat der RNA wurde mittels Agilent 2100 Bioanalyzer, ein

microfluidics Chips-based platform gemessen (Abb. 12).
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Als Mal fur die Integritat gilt die RNA Integrity Number (RIN). Ist die RNA vollig intakt
liegt die RIN bei 10. Ist die RNA vollig degradiert, liegt die RIN bei 1 (Schroeder et al.
2006). Die RIN-Werte unserer Proben lagen zwischen 10 und 6,4 (Abb. 12).
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Abbildung 12: Darstellung der RIN-Werte, Sample 1: 4a, Sample 2: 6a, Sample 3: 3a,
Sample 4: 5a, Sample 5: 7a, Sample 6: 5-FU (1), Sample 7: 2a, Sample 8: 3c, Sample 9:
DMSO, Sample 10: Negativkontrolle, Sample 11: Doppelbestimmung von Substanz 5-FU
(1), Sample 12: Doppelbestimmung der Negativkontrolle
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4.6.3 Umschreiben in komplementédre DNA (cDNA)

Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase, unter Verwendung eines Primers, in
cDNA umgeschrieben. Dabei wurde nach dem Protokoll von Agilent Technologies
vorgegangen.
Zunachst wurde ein ,DNAse I-Verdau“ durchgefihrt, um eine eventuelle
Verunreinigung der Probe mit DNA ausschlieRen zu kénnen. Hierbei wurde nach dem
Protokoll der Firma Fermentas vorgegangen.
Dazu wurde 1 ug der total RNA, das in max. 7,5 pl Wasser mit Ribolock geldst sein
darf, bendtigt. Es wurde zu jedem Cup je 1 pl Reaktionspuffer (100 mM TRIS, 25 mM
MgCl,, 1 mM CacCl,) und 1,5 ul DNAse | hinzugefuigt. Die Proben wurden fir 30 min bei
37°C im Hitzeblock, dem MJ Research PTC-200 Thermocycler, inkubiert.
AnschlieRend wurden 1 ul 50 mM EDTA zu jeder Probe hinzugeflgt und danach fir
weitere 10 min bei 65°C inkubiert, um die DNAse | zu inaktivieren. Nach Abschluss des
»,DNAse I-Verdaus* wurden die Probe auf Eis gestellt.
Danach wurde zu jedem Cup ein 1 pl Oligo (dT)s.-Primer und 1,7 pl ultrapures RNAse-
freies Wasser gegeben. Der Oligo (dT).s-Primer ist ein einfacher DNA-Strang, aus 18
Thymidinbasen mit einem 5‘- und einem 3‘-Ende. Er bindet an den Poly-A-Schwanz
der mRNA. Die Cups wurden anschliel3end fur 5 min auf 65°C erhitzt und tGber einen
Zeitraum von 10 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. Anschlie3end wurden sie auf Eis
gestellt. Nach der Inkubationszeit wurde zu jeder Probe hinzugefugt:

e 2 ul 10x A.Script Puffer

e 2ul 100 MmMDTT

e 0,8 ul 100 mM dNTP Mix

o 1 ul AffinityScript Multiple Temperature Revese Transkriptase

e 0,5 pl Ribolock.
Das endgiltige Reaktionsvolumen betrug 20 pl pro Cup. Die Cups wurden fir 60 min
bei 42°C im Hitzeblock inkubiert und fir 15 min bei 72°C inaktiviert. Die Proben wurden

auf Eis abgekihlt und bei -20°C eingefroren.

37



— Methoden-—

4.6.4 Quantitative Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (QRT- PCR)

Bei der gRT-PCR werden die cDNA-Molekile der Proben amplifiziert, unter
Zuhilfenahme einer Tag-Polymerase und spezifischen Primern. Bei diesem Verfahren
kann bestimmt werden, ob und in welchem Mal3 die Expression der gesuchten mRNA
in der Probe vorhanden ist (Abb. 13). Nach jedem Zyklus wird die Anzahl der neu
synthetisierten Molekile erfasst. Dies geschieht mit Hilfe von SYBR green, ein
floureszierender Farbstoff, der an die doppelstrangige cDNA bindet. Je weniger Zyklen
bendtigt werden, um eine detektierbare Fluoreszenz herzustellen, umso gréfer ist die
Anzahl der gesuchten cDNA-Molekle in der Probe (Higuchi et al. 1993). Jener Zyklus,
bei dem die Detektionsschwelle des interkalierenden Fluoreszensfarbstoffs
Uberschritten wird, heil3t: threshold cycle (Ct). Die Arbeit erfolgte unter der ,UV
Sterilizing PCR Workstation®. Die Primer wurden zunachst abzentrifugiert und in 1,1 ml
TE-Puffer geldst. Es wurden 50 pl Aliquots in sterilen RNase- und DNase-freien Cups
erstellt und diese bei -20°C aufbewahrt.

Im ersten Schritt wurde die cDNA der Proben 1:10 mit RNAse ultrapurem RNase- und
DNase-freiem Wasser verdiinnt. Der Standard der Proben, der aus einem Mix aller
Proben besteht, wurde mit ultrapurem RNase- und DNase- freiem Wasser auf 1:10,
1:20, 1:40, 1:80, 1:160 und 1:320 verdinnt.

Dem 2x Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix wurden 6 pl des 1:1000
verdiinnten (mit ultrapurem RNase- und DNase- freiem Wasser) ROX Reference dye
zugefiigt. AnschlieRend wurde ein SYBR®-Green-QPCR-Lésungsansatz hergestellt
aus:

e je 7,5 pl 2x Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix/ Reaktion
e je 1,5 ul Primer/Reaktion

e je 1 ul ultrapures RNase- und DNase-freies Wasser/Reaktion

Von diesem Reaktionsansatz wurden mit einer Multipette 10 pl/Well in die QPCR 96-
Well Platte vorgelegt. 5 pl/Well der Proben oder des Standards wurden hinzugeftigt.
Die Analyse erfolgte in Doppelbestimmung. AnschlieBend wurden die Wells
verschlossen und fir 1 min bei 1000 x g in einer ,Perfect spin P* Zentrifuge
zentrifugiert. AbschlieBend wurde die Platte in den PCR-Block Mx3005P QPCR
System gestellt und die Amplifizierung wurde gestartet. Verwendet wurde die
MxProQPCR Software.

38



— Methoden-—

Es wurde das Thermalprofil des 2x Brilliant Ill Ultra Fast SYBR®Green Master Mix
verwendet (Tab. 9).

Temperatur Zeit Anzahl der
Zyklen

Initiale Denaturierung 95°C 3 min 1
Denaturierung 95°C 10 sek 42
Annealing/Elongation 60°C 20 sek 1
Schmelzkurvenanalyse 95°C 1 min

von 55°C fur je 30 sek 1

bis 95°C (insg. 20 min)

Tabelle 9: gqRT-PCR: Thermalprofil
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der PCR (Joppien, S., Maier, S. , Wendling, D.
2011)
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Die Proben wurden im Thermocycler einmalig fur 3 min auf 95°C erhitzt, um die
doppelstrangige cDNA der Proben initial zu denaturieren.

Bei 60°C erfolgte die Hybridisierung des Primers an die DNA-Matritzen (Template) und
die Elongation durch die Tag-Polymerase. Die Synthese startete am 3-Ende und
erfolgte komplementér zum Template. Anschlieend wurden die Proben wieder fir 10
sek auf 95°C erhitzt, um die Proben erneut zu denaturieren. Dieser Ablauf wurde in 42
Zyklen wiederholt. AbschlieRend wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt.
Hierfir wurden die Proben alle 30 sek um 1°C erhitzt, von 55°C bis auf 95°C. Durch
das Erhitzen denaturieren die cDNA-Doppelstrange und der gebundene
Fluoreszenzfarbstoff wird dadurch frei. Die Proben denaturieren bei einer spezifischen
Temperatur. Da die Primerdimere und nicht erwlinschten Amplifikationsprodukte bei
einer anderen Temperatur denaturieren als die Proben ist so eine Unterscheidung
mdglich. Die relative Quantifizierung der Daten erfolgte durch Erstellen einer
Standardkurve mit Hilfe des Standards fir jedes Gen (Abb. 14). Durch lineare
Regression konnten Riickschlisse auf die cDNA-Konzentration der einzelnen Proben

gezogen werden (Bustin 2000).
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Abbildung 14 : Amplifikationskurven am Beispiel des Tumorsuppressor Tp53 Gens

AnschlieBend wurde unter Verwendung des Programmes NormFinder.xla (Andersen et
al. 2004) aus den getesteten konstitutiv exprimierten ,house-keeping genes®
(Haushaltsgene) Actb, B2M und GAPDH jenes herausgesucht, das sich am besten zur
Normalisierung eignet (Stern-Straeter et al. 2009). Die Normalisierung der cDNA

erfolgte durch Bezugnahme der Expression der Ziel-DNA auf GAPDH.
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4.7 Statistische Auswertung

Die Sigma Plot Software wurde zur statistischen Analyse verwendet. Es wurden ein
ungepaarter t-Test und der Wilcoxon-Mann-Whitney Test durchgefuhrt. Die Daten
wurden als Mittelwert + Standardabweichung gezeigt. Werte von p<0,05 wurden als
statistisch signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Intrazellulare Lokalisation der ATTO 425° markierten Substanzen

a) b) c)

Abbildung 15: Reprasentative Bilder der intrazellularen Lokalisation des ATTO 425°-
konjugierten 5-FUrd (2c¢) und dessen Derivaten 4b und 5b in humanen HT-29-Zellen nach
24 h Inkubation, 200-fache VergréR3erung. a) 2c, b) 4b, ¢) 5b (Malecki et al. 2013a)

Abbildung 15 zeigt einige reprasentative Beispiele der intrazellularen Lokalisation der
5'0-gebundenen ATTO 425° Derivate.

Alle Derivate wurden in die humanen HT-29-Zellen aufgenommen und reicherten sich
homogen im Zytoplasma an. Das ATTO 425°-konjugierte 5-Flourouridin (2c) zeigte
eine granulierte Verteilung im Zytoplasma (Abb. 15a). Alle anderen 5’0O-gebundenen
ATTO 425°-Derivate wiesen eine Aussparung im Bereich des Zellkerns auf,
beispielhaft dargestellt an den Derivaten 4b (Abb. 15b) und 5b (Abb. 15c¢)
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5.2 Viabilitat-Assay

5.2.1 Viabilitdt der HT-29-Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation mit den
Substanzen 1, 2a, 3a-7a bzw. 3c in unterschiedlichen Konzentrationen im

Vergleich zur Positivkontrolle (1) und Negativkontrolle (100% Viabilitat)
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Abbildung 16: Viabilitat/Uberleben humaner HT-29-Kolonkarzinomzellen nach 24 h (A)
(Malecki et al. 2013a), nach 48 h (B) (Farhat et al. 2014) und nach 72 h (C) (Farhat et al.
2014) Inkubation mit 5-FU (1) (als Positivkontrolle), 5-FUrd (2a), bzw. dessen Derivaten
3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die Werte sind angegeben in % Viabilitat der Negativkontrolle
(Inkubation nur mit Medium, 100% Viabilitat), als Mittelwert + SEM. : p<0,05, ": p<0,01, " :

+++,

p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, **: p<0,01, ™"
p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU (Positivkontrolle). N=4

Die 5-Fluorouridinderivate wurden auf ihre zytotoxische Aktivitat gegentber den
Krebszellen getestet im Vergleich zur Negativkontrolle (nur in Medium Kkultiviert, 100%
Viabilitdt) und im Vergleich zu den Effekten von 5-FU (1) bzw. 5-FUrd (2a) als
Positivkontrolle.

In Abbildungen 16 sind die Effekte der getesteten Substanzen 1, 2a, 3a-7a und 3c
nach 24 h (A), 48 h (B) und nach 72 h (C) auf die humane Kolonkarzinomzellinie HT-29
dargestellt. In den Negativkontrollen mit Medium und 0,4% DMSO zeigten sich in allen
Experimenten keine zytotoxischen Effekte durch DMSO (nicht gezeigt)

Nach 24 h Inkubationszeit zeigte 5-FU (1) in den Konzentrationen 10 pM, 20 uM, 40
MM und 80 pM eine signifikante Reduktion der Viabilitdt in HT-29-Zellen im Vergleich
zur Negativkontrolle um 23,0% (p<0,001), 18,1% (p<0,001), 15,3% (p<0,01), und
14,0% (p<0,01) (Abb. 16A). Bei 5-FUrd (2a) konnte nach 24 h Inkubationszeit bei den
Konzentrationen 10 pM, 20 pM, 40 pM und 80 pM eine signifikante Abnahme der
Viabilitat der HT-29-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (100% Viabilitat) um
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38,0% (p<0,01), 45,0% (p<0,001), 37,0% (p<0,001) und 33,1% (p<0,001) beobachtet
werden (Abb. 16A). Substanz 2a zeigte in den Konzentrationen 20 uM, 40 uM, und 80
UM im Vergleich zu 5-FU (1) (Positivkontrolle) eine signifikante Abnahme der Viabilitat
der HT-29-Zellen um 26,70%, (p<0,001), 21,6% (p<0,01) und 9,6% (p<0,01) (Abb.
16A).

Bei dem Derivat 3a konnte in den Konzentrationen 40 uM und 80 pM im Vergleich zur
Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen
um 77,0% und 95,0% beobachtet werden (Abb. 16A). Im Vergleich zur Positivkontrolle
(1) konnte beim Derivat 3a in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM eine Reduktion
der Viabilitat der HT-29-Zellen um 61,4% und 81,1% (p<0,001) gezeigt werden (Abb.
16A).

Beim 5-Fluorouridinderivat 3c konnte in den Konzentrationen 40 uM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Reduktion der Viabilitat der
HT-29-Zellen um 89,0% und 96,0% gezeigt werden (Abb. 16A). Das Derivat 3c zeigte
in den Konzentrationen 40 uM und 80 pM im Vergleich zur Positivkontrolle eine
signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen um 80,3% und 82,2%
(Abb. 16A).

Das Derivat 5a erzielte bei 40 uM und 80 pM im Vergleich zur Negativkontrolle eine
30,0%- bzw. 86,0%-ige (p<0,001) Hemmung der Viabilitdt der HT-29-Zellen (Abb.
16A). Des Weiteren konnte bei Derivat 5a bei 80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle
eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitait der HT-29-Zellen um 73,0%
beobachtet werden (Abb. 16A).

Anders verhielten sich die Derivate 4a und 6a. Diese zeigten keine signifikante
Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle
(Abb. 16A). Es zeigte sich sogar in den Konzentrationen 40 puM und 80 pM im
Vergleich zur Positivkontrolle eine Zunahme der Viabilitdt der HT-29-Zellen 4a: 26,4%
(p<0,05), 21,0% (p<0,05), 6a: 32,0%, 27,4% (p<0,05) (Abb. 16A).

Bei dem Derivat 7a wurde nach 24 h Inkubation mit den Konzentrationen 10 uM, 20
UM, 40 uM und 80 uM im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle keine signifikante
Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen beobachtet (Abb. 16A).

Bei 5-FU (1) konnte nach 48 h Inkubation in den Konzentrationen 10 pM, 20 uM, 40 puM
und 80 uM im Vergleich zur Negativkontrolle (100% Uberleben) eine signifikante
Reduktion der Viabilitat der HT-29-Zellen um 38,7% (p<0,001), 46,4% (p<0,001),
35,1% und 45,1% (p<0,001) beobachtet werden (Abb. 16B).
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Auch 5-FUrd (2a) zeigte nach 48 h Inkubationszeit in den Konzentrationen10 pM, 20
UM, 40 pM und 80 pM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001)
Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen um 60,9%, 67,20%, 61,4% und 61,1% (Abb.
16B).

Zwischen 5-FU (1) und 5-FUrd (2a) bestand bezuglich Einfluss auf die Viabilitat der
HT-29-Zellen kein signifikanter Unterschied (Abb. 16B).

Bei dem Derivat 3a konnte in den Konzentrationen 20 uM, 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der Viabilitat um 20,5%, 44,2% (p<0,001)
und um 99,4% (p<0,001) beobachtet werden (Abb. 16B). Im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) wurde bei 3a in den Konzentrationen 40 puM und 80 uUM eine
Reduktion der Viabilitat der HT-29-Zellen um 9,1% (p<0,01) und 54,3% (p<0,001)
gefunden (Abb. 16B).

Das Derivat 5a reduzierte in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 uM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle jeweils um 9,2% (p<0,05), 21,5% (p<0,01), 40,7%
(p<0,01) und 93,7% (p<0,001) (Abb. 16B).

Im Vergleich zur Positivkontrolle (1) zeigte sich bei dem Derivat 5a in den
Konzentrationen 40 uM und 80 uM eine Abnahme des Uberlebens um 5,6% und um
48,6% (p<0,001) (Abb. 16B).

Bei dem Derivat 7a wurde nach 48 h Inkubationszeit mit den Konzentrationen 10 puM,
20 pM, 40 pM und 80 puM im Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der Viabilitat
der HT-29-Zellen um 3,7%, 14,1% (p<0,01), 37,3% (p<0,001) und 76,0% (p<0,001)
gemessen (Abb. 16B).

Im Vergleich zur Positivkontrolle zeigte sich bei 7a in den Konzentrationen 40 puM und
80 puM eine Verminderung der Viabilitdt um 2,2% und um 30,9% (p<0,01) (Abb. 16B).
Das 5-Fluorouridinderivat 3c wies in den Konzentrationen 20 uM, 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine Reduktion der Viabilitat um 23,1% (p<0,05), 98,3%
(p<0,001) und 98,4% (p<0,001) auf (Abb. 16B). Im Vergleich zur Positivkontrolle
fanden wir bei 3c in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM eine signifikante Abnahme
der Viabilitat der HT- 29 Zellen um 63,21% (p<0,01) und 53,31% (p<0,001) (Abb. 16B).
Auch nach 48 h Inkubationszeit fanden wir bei den Derivaten 4a und 6a in allen
eingesetzten Konzentrationen keine signifikante Reduktion der Viabilitat der HT-29-
Zellen im Vergleich zur Positivkontrolle (1) und zur Negativkontrolle (Abb. 16B). Es
konnte bei Substanz 4a in den Konzentrationen 40 pM und 80 pM im Vergleich zur
Negativkontrolle eine Zunahme der Zellzahl jeweils um 6,0% (p<0,01) und um 8,7%(

p<0,05) beobachtet werden. Im Vergleich zur Positivkontrolle (1) zeigte das Derivat 4a
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in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 uM und 80 pM eine signifikante Zunahme
der Viabilitdt um 41,1% (p<0,001), 43,0% (p<0,001), 41,0% und 53,8% (p<0,001) (Abb.
16B).

Des Weiteren fanden wir bei dem Derivat 6a in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40
MM und 80 pM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante Zunahme der
Viabilitat um 6,8% (p<0,01), 7,2%, 6,7% (p<0,05) und um 15,0% (p<0,001) (Abb. 16B).
AulRerdem wurde bei dem Derivat 6a in den Konzentrationen 10 uM, 20 pM, 40 uM und
80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine signifikante Zunahme der Viabilitat um
45,5% (p<0,001), 53,6% (p<0,001), 41,7 und 60,1 (p<0,001) beobachtet (Abb. 16B).

Nach 72 h Inkubationszeit zeigte 5-FU (1) in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40
UM und 80 uM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Reduktion
der Viabilitat um 30,8%, 43,2%, 58,0% und um 53,6% (Abb. 16C).

Bei 5-FUrd (2a) wurde nach 72 h Inkubationszeit in den Konzentrationen 10 uM, 20
UM, 40 uM und 80 puM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001)
Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen um 58,7%, 59,3%, 67,4% und 58,9%
beobachtet (Abb. 16C).

Das Derivat 3a zeigte in den Konzentrationen 20 puM, 40 pM und 80 pM im Vergleich
zur Negativkontrolle eine Abnahme der Viabilitat der Zellen um 17,7%, 27,5% und
98,3% (p<0,001) (Abb. 16C). Im Vergleich zur Positivkontrolle (1) fanden wir bei
Derivat 3a in der Konzentration 80 uM eine Reduktion der Viabilitat um 44,7%
(p<0,001) (Abb. 16C).

Beim 5-Fluorouridinderivat 5a wurde in den Konzentrationen 20 uM, 40 uM und 80 uM
im Vergleich zur Negativkontrolle eine Reduktion der Viabilitat um 8,6%, 40,3%
(p<0,01) und 95,2% (p<0,001) gefunden (Abb. 16C).

Das Derivat 5a zeigte in der Konzentration 80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle eine
Abnahme der Viabilitat um 41,5% (p<0,001) (Abb. 16C).

Das Derivat 3c wies bei 40 uM und 80 uM eine signifikante (p<0,001) Abnahme der
Viabilitat um 100% im Vergleich zur Negativkontrolle auf (Abb. 16C). Des Weiteren
fanden wir bei Derivat 3c in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitat um 42,0% und
46,4% (Abb. 16C).

Bei dem Derivat 7a wurde nach 72 h Inkubation mit den Konzentrationen 20 uM, 40 pM
und 80 pM im Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der Viabilitat der HT-29-
Zellen um 9,5% (p<0,05), 40,9%(p<0,001) und um 60,4% (p<0,01) gemessen (Abb.
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16C). Beim Derivat 7a zeigte sich in der Konzentration 80 pM im Vergleich zur
Positivkontrolle eine Abnahme der Viabilitat um 6,8% (p<0,01) (Abb. 16C).

Die Derivate 4a und 6a hatten nach 72 h Inkubation keinen signifikanten Einfluss auf
die Viabilitat der HT-29-Zellen im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle (Abb.
16C).

Das Derivat 4a zeigte in den Konzentrationen 10 uM (36,8%, p<0,01), 20 pM (45,2%,
p<0,05), 40 pM (70,1%, p<0,01) und 80 puM (54,6%, p<0,05) eine signifikante Zunahme
der Viabilitat im Vergleich zur Positivkontrolle (1) (Abb. 16C).

Das Derivat 6a zeigte in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 UM und 80 pPM im
Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine signifikante (p<0,001) Zunahme der Viabilitdt um
43,7%, 47,6%, 79,8% und um 72,7% (Abb. 16C).
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5.2.2 Viabilitdt der HT-29-Zellen nach 24 h und 48 h Inkubation mit den Substanzen
2c¢, 3b-7b in unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur Positivkontrolle
(2¢) und Negativkontrolle (100% Viabilitat)
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Abbildung 17: Viabilitat/Uberleben der humanen HT-29-Kolonkarzinomzellen nach 24 h
(A) (Malecki et al. 2013a) und nach 48 h (B) Inkubation mit Atto 425®-k0njugiertem 5-FUrd
(2c) (als Positivkontrolle) und dessen Derivaten 3b, 4b, 5b, 6b, 7b und ATTO 425°. 1 x
ATTO= nur ATTO 425° (als Kontrolle fur die Derivate, an die ein ATTO 425%-Molekiil
konjugiert wurde); 3 x ATTO= dreifache Konzentration des ATTO 425° (als Kontrolle fir
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5-FUrd (2c), an das drei ATTO 425° Molekiile gebunden wurden). Die Werte sind
angegeben in % Viabilitat der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium, 100%
Viabilitat), als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.
Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, *: p<0,01, *™": p<0,001 Signifikanzen vs.
5-FUrd (2c, Positivkontrolle). N=4 (Farhat et al. 2014)

Die mit ATTO 425®—konjugierten 5-Fluorouridinderivate 3b, 4b, 5b, 6b und 7b wurden
bzgl. ihrer Effekte auf die Viabilitdt bei humanen HT-29-Kolonkarzinomzellen getestet,
nach 24 h und nach 48 h Inkubationszeit (Abb. 17A und 17B).

Wir fanden, dass nach 24 h Inkubationszeit die mit ATTO 425°-konjugierten 5-FUrd
Derivate 3b, 4b, 5b, 6b und 7b in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 uM und 80
MM im Vergleich zur Kontrolle keinen Effekt auf die Viabilitat aufweisen (Abb. 17A). Das
mit ATTO 425°-konjugierte 5-FUrd (2c) zeigte in den Konzentrationen 10 uM, 20 pM,
40 puM und 80 pM im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Abnahme der Viabilitat
der HT-29-Zellen um 31,0% (p<0,05), 48,0% (p<0,01), 52,0% (p<0,05) und 52,0%
(p<0,05) (Abb. 17A).

Auch nach 48 h Inkubationszeit zeigten die mit ATTO 425°-konjugierten 5-
Fluorouridinderivate 3b, 4b, 5b, 6b und 7b bei den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40
MM und 80 uM keine Effekte auf die Viabilitdt im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 17B). 5-
FUrd (2c) reduzierte in den Konzentrationen 10 pM, 20 pM, 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Kontrolle die Viabilitat der HT-29-Zellen um 41,0%, 62,1% (p<0,05),
45,0% und 57,4% (p<0,001) (Abb. 17B).
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5.2.3 Viabilitat der RENCA-Zellen nach 48 h Inkubation mit den Substanzen 1, 2a,
3a-7a _und 3c in unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) und Negativkontrolle (100% Viabilitat)
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Abbildung 18: Viabilitat/Uberleben der murinen RENCA-Zellen nach 48 h Inkubation mit
5-FU (1), 5-FUrd (2a) und dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die Werte sind
angegeben in % Viabilitdt der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium, 100%
Viabilitat), als Mittelwert + SEM.*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.
Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, *": p<0,01, **": p<0,001 Signifikanzen vs.
5-FU (Positivkontrolle). N=4 (Farhat et al. 2014)

Um die Effekte der Substanzen 5-FU (1), 5-FUrd (2a), dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a,
7a und 3c auf die Viabilitat von anderen Krebszellen aufler humanen
Kolonkarzinomzellen (HT-29) zu untersuchen, verwendeten wir Nierenkarzinomzellen
(RENCA) der Maus.

Abbildung 18 zeigt die Effekte der Substanzen 5-FU (1), 5-FUrd (2a), dessen Derivaten
3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c auf die Viabilitat der murinen RENCA-Zellen nach 48 h
Inkubation. In der Negativkontrolle (Medium + 0,4% DMSQO) zeigte sich kein
zytotoxischer Effekt durch DMSO (nicht dargestellt).

Bei 5-FU (1) konnte nach 48 h Inkubation in den Konzentrationen 10 pM, 20 uM, 40 puM
und 80 uM im Vergleich zur Negativkontrolle (100% Uberleben) eine Reduktion der
Viabilitat der RENCA-Zellen um 29,8%, 32,8%, 48,2% (p<0,05) und 42,4% (p<0,05)
beobachtet werden (Abb. 18).
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5-FUrd (2a) zeigte nach 48 h Inkubationszeit in den Konzentrationen 10 pM, 20 uM, 40
UM und 80 puM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante Abnahme der
Viabilitat um 42,6% (p<0,001), 46,9% (p<0,05), 42,3% (p<0,05) und 41,6% (p<0,05)
(Abb. 18).

Das 5-Fluorouridinderivat 3a zeigte in den Konzentrationen 40 uM (p<0,05) und 80 uM
(p<0,001) im Vergleich zur Negativkontrolle eine Reduktion der Viabilitat um je 100%
(Abb. 18). Bei 3a fanden wir in den Konzentrationen 40 pM und 80 puM im Vergleich zur
Positivkontrolle eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitat der RENCA-Zellen
um 51,8% und 57,4% (Abb. 18).

Bei dem Derivat 5a fanden wir in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM im Vergleich
zur Negativkontrolle eine signifikante Abnahme der Viabilitdt um 44,8% (p<0,001) und
um 98,5% (p<0,01) (Abb. 18). Das Derivat 5a zeigte in der Konzentration von 80 uM im
Vergleich zur Positivkontrolle eine signifikante (p<0,001) Reduktion der Viabilitat um
56,1% (Abb. 18).

Die Derivate 3c und 7a wiesen &hnliche Effekte auf die Viabilitit der RENCA-Zellen
auf, wie die Substanzen 1 und 2a (Abb. 18).

Das Derivat 3c reduzierte in den Konzentrationen 40 pM und 80 pM im Vergleich zur
Negativkontrolle die Viabilitdt um 38,8% und 49,9% (Abb. 18). Das Derivat 3c
verringerte bei 80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle (1) die Viabilitat um 7,5% (Abb.
18).

Bei dem Derivat 7a konnte nach 48 h Inkubationszeit mit 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante Abnahme der Viabilitdt der RENCA-
Zellen um 25,0% (p<0,05) und 44,2% beobachtet werden (Abb. 18). Im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) reduzierte das Derivat 7a bei 40 pM die Viabilitdt signifikant
(p<0,05) um 23,3% (Abb. 18).

Bei den Derivaten 4a und 6a zeigten sich in allen Konzentrationen keine signifikante
Reduktion der Viabilitat der RENCA-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 18).
Im Vergleich zur Positivkontrolle (1) zeigten die Derivate 4a und 6a in den
Konzentrationen 40 uM und 80 puM eine signifikante (p<0,001) Zunahme der Viabilitat
der RENCA-Zellen (4a: 46,7% und 44,0%, 6a: 39,5% und 39,4%) (Abb. 18).
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5.2.4 Viabilitat der HepG2-Zellen nach 48 h Inkubation mit den Substanzen 1, 2a, 3a-

7a _und 3c in unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) und Negativkontrolle (100% Viabilitat)
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Abbildung 19: Viabilitat/Uberleben der humanen HepG2-Zellen nach 48 h Inkubation mit
5-FU (1), 5-FUrd (2a) und dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die Werte sind
angegeben in % Viabilitat der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium, 100%
Viabilitat), als Mittelwert £+ SEM.*. p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.

++,

Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, *": p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.
5-FU (Positivkontrolle). N=4 (Farhat et al. 2014)

Die 5-Fluorouridinderivate wurden auf ihre zytotoxische Aktivitat gegentber den
humanen HepG2-Krebszellen getestet im Vergleich zur Negativkontrolle (~nur in
Medium kultiviert, 100% der Viabilitdt) und im Vergleich zu den Effekten von 5-FU (1)
(~Positivkontrolle) oder 5-FUrd (2a).

In Abbildung 19 sind die Effekte der Substanzen 1, 2a, 3a-7a und 3c nach 48 h auf das
Uberleben der HepG2-Zellen dargestellt.

In der Negativkontrolle (Medium + 0,4% DMSO) zeigte sich kein zytotoxischer Effekt
durch DMSO nach 48 h (nicht dargestellt).

Nach 48 h Inkubationszeit wies 5-FU (1) in den Konzentrationen 10 yuM, 20 uM, 40 uM
und 80 uM im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Reduktion der
Viabilitdt um 22,9%, 27,1%, 25,9% und um 27,2% auf (Abb. 19).
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Bei 5-FUrd (2a) konnte nach 48 h Inkubationszeit in den Konzentrationen 10 pM, 20
puM, 40 pM und 80 pM im Vergleich zur Negativkontrolle (100% Viabilitat) eine
signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitdét der HepG2-Zellen jeweils um 46,8%,
58,4%, 67,0% und 74,2% beobachtet werden (Abb. 19).

5-FUrd (2a) zeigte in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 pM und 80 pM im
Vergleich zu 5-FU (1) (Positivkontrolle) eine signifikante (p<0,001) Abnahme der
Viabilitat der HepG2-Zellen um 23,9%, 31,3%, 41,1% und 47,0% (Abb. 19).

Bei dem Derivat 3a konnte in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM im Vergleich zur
Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitéat lebenden Zellen
jeweils um 100% festgestellt werden (Abb. 19). Im Vergleich zur Positivkontrolle (1)
konnte in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM eine Reduktion der Viabilitdt um
75,1% (p<0,001) und 72,4% (p<0,001) gezeigt werden (Abb. 19).

Das 5-Fluorouridinderivat 3c erzielte in den Konzentrationen 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante (p<0,001) Reduktion der Viabilitdt um
100% und 98,0% (Abb. 19). 3c wies in den Konzentrationen 20 uM, 40 uM und 80 uM
im Vergleich zur Positivkontrolle eine Abnahme der Viabilitdit um 22,0%, 74,1%
(p<0,001) und 70,8% (p<0,001) auf (Abb. 19).

Das Derivat 5a erzielte in den Konzentrationen 40 uM und 80 puM im Vergleich zur
Negativkontrolle eine signifikante Hemmung der Viabilitat um 26,5% (p<0,001) und
80,4% (p<0,05) (Abb. 19). Des Weiteren konnte bei Derivat 5a in der Konzentration 80
MM eine Abnahme der Viabilitat um 53,2% (p<0,01) im Vergleich zur Positivkontrolle
beobachtet werden (Abb. 19).

Bei dem Derivat 7a fanden wir nach 48 h Inkubationszeit bei 40 uM und 80 puM
Konzentration eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Viabilitdt der HepG2-Zellen um
32,0% und 70,7% im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 19). Das Derivat 7a
reduzierte die Viabilitdt der HepG2-Zellen bei 80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle
(1) um 43,5% (p<0,001) (Abb. 19).

Die Derivate 4a und 6a zeigten keine signifikante Abnahme der Viabilitdt der HepG2-
Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 19). Es wurde bei beiden Derivaten in
den Konzentrationen 10 uM - 80 uM positive Effekte auf die Viabilitat im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) beobachtet: Das Derivat 4a zeigte im Vergleich zur Positivkontrolle
(1) eine signifikante Zunahme der Viabilitét um 30,9% (p<0,05), 30,1% (p<0,001),
26,4% (p<0,001) und 30,1% (p<0,001) (Abb. 19). Bei dem Derivat 6a konnte im
Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine signifikante Zunahme um 30,9% (p<0,01), 26,5%
(p<0,001), 25,8% (p<0,01) und 29,8% (p<0,001) festgestellt werden (Abb. 19).
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5.2.5 Viabilitat der THP-1-Zellen nach 48 h Inkubation mit den Substanzen 1, 3a-7a
und 3c in unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur Positivkontrolle
(1) und Negativkontrolle (100% Viabilitat)
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Abbildung 20: Viabilitat/Uberleben der humanen THP-1-Makrophagen nach 48 h
Inkubation mit 5-FU (1) und dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die Werte sind
angegeben in % Viabilitat der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium, 100%
Viabilitat), als Mittelwert £+ SEM.*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.

++,

Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, *": p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.
5-FU (Positivkontrolle). N=3 (Farhat et al. 2014)

Wir testeten die 5-Fluorouridinderivate auf ihre zytotoxische Aktivitdt gegeniber
humanen mit PMA (phorbol myristate acetate)-differenzierten THP-1-Makrophagen, als
ein in vitro-Modell zur Differenzierung zwischen zytotoxischen Effekten und
Nebenwirkungen. Wir untersuchten die Effekte auf Zell-Viabilitdt im Vergleich zur
Negativkontrolle (~nur in Medium kultiviert, 100% der Viabilitat) und im Vergleich zu 5-
FU (1) (~Positivkontrolle).

Abbildung 20 zeigt die Effekte der Substanzen 5-FU (1) sowie der Derivate 3a, 4a, 5a,
6a, 7a, und 3c auf die Viabilitat von PMA-differenzierten THP-1-Makrophagen nach 48
h Inkubation. Bei der Negativkontrolle (Medium + 0,4% DMSO) zeigte sich kein
zytotoxischer Effekt nach 48 h (nicht dargestellt). Bei 5-FU (1) konnte nach 48 h
Inkubation in den Konzentrationen10 uM, 20 uM, 40 uM und 80 uM im Vergleich zur

Negativkontrolle eine signifikante Abnahme der Viabilitdt von THP-1-Makrophagen um
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14,4% (p<0,001) 15,6% (p<0,01), 22,7% (p<0,001) und 20,2% (p<0,001) beobachtet
werden (Abb. 20).

Das Derivat 3a zeigte in den Konzentrationen 10 puM, 20 pM, 40 pM und 80 pM im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante Abnahme der Viabilitat der THP-1-
Makrophagen um 29,0% (p<0,05), 69,0% (p<0,05), 100,0% (p<0,01) und 98,0%
(p<0,01) (Abb. 20). Bei Derivat 3a fanden wir in den Konzentrationen 10 pM, 20 uM, 40
MM und 80 puM im Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine Reduktion der Viabilitat der
THP-1-Makrophagen um 14,2% (p<0,01), 53,4%, 76,7% (p<0,001) und 78,64%
(p<0,001) (Abb. 20).

Beim 5-Fluorouridinderivat 7a konnte in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 uM
und 80 uM im Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der Viabilitat der THP-1-
Makrophagen um 14,7%, 26,2%, 46,1% (p<0,01) und 56,4% (p<0,05), gezeigt werden
(Abb. 20). Das Derivat 7a induzierte in den Konzentrationen 20 uM, 40 uM und 80 uM
im Vergleich zur Positivkontrolle eine Abnahme der Viabilitat der THP-1-Makrophagen
um 10,5%, 23,5% (p<0,05) und 36,3% (Abb. 20).

Das Derivat 3c zeigte bei 10 pM, 20 puM, 40 pM und 80 pM im Vergleich zur
Negativkontrolle eine Hemmung der Viabilitat der THP-1 Makrophagen um 4,9%
(p<0,01), 19,1%, 21,0% (p<0,01) und 26,4% (p<0,01) (Abb. 20). 3c zeigte bei 80 uM
eine Abnahme der Viabilitdét der THP-1 Makrophagen um 6,2% im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) (Abb. 20).

Bei dem Derivat 5a existierte keine Abnahme der Viabilitdt der THP-1-Makrophagen
(Abb. 20). Es zeigte sich bei Derivat 5a in den Konzentrationen 20 uM und 40 pM im
Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine signifikante (p<0,05) Zunahme der Viabilitat der
THP-1 Makrophagen um 6,8% und 27,8% (Abb. 20).

Auch die Derivate 4a und 6a erzeugten keine Abnahme der Viabilitat der THP-1
Makrophagen im Vergleich Negativkontrolle. Das Derivat 4a zeigte in den
Konzentrationen 20 uM, 40 uM und 80 uM im Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine
signifikante Zunahme der Viabilitat der THP-1 Makrophagen um 15,49% (p<0,05),
22,6% (p<0,01) und 17,1% (p<0,01) (Abb. 20).

Beim Derivat 6a wurde in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM, 40 pM und 80 puM im
Vergleich zur Positivkontrolle (1) eine signifikante Zunahme der Viabilitdt der THP-1
Makrophagen um 24,3% (p<0,01), 17,1% (p<0,05), 33,2% (p<0,01), 34,9% (p<0,01)
beobachtet (Abb. 20).
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Abbildung 21: Effekte der Behandlung humaner HT-29-Zellen mit 5-FU (1), 5-FUrd (2a)
und dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a und 3c auf die Apoptose Rate nach (A) 1 h, (B) 2
h, (C) 4 h, oder (D) 6 h Inkubation. Die Werte (in % Apoptose) sind angegeben als
Mittelwert + SEM.*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle
(Medium alleine) und ™ p<0,05, ™: p<0,01, " p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU
(Positivkontrolle) N=3. (Farhat et al. 2014)
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A- .-
Abbildung 22: HT-29-Zellen nach 6 h Inkubation mit 40 uM 5-FU (1), geféarbt mit Hoechst
33342 (A) und YO-PRO®-1 (B)

A- B-
Abbildung 23: HT-29-Zellen nach 6 h Inkubation mit 40 uM Derivat 5a in, gefarbt mit
Hoechst 33342 (A) und YO-PRO®-1 (B)

Wir untersuchten die Effekte von 5-FU (1), 5-FUrd (2a) sowie dessen Derivaten 3a, 4a,
5a, 6a, 7a und 3c im Hinblick auf die Apoptose-Rate der humanen
Kolonkarzinomzellen HT-29 nach 1h, 2h, 4h und 6h Inkubationszeit.

Die Substanzen 3a, 5a und 3c zeigten nach 1 h Inkubation eine geringfligige
(statistisch nicht signifikante) Zunahme der Apoptose-Rate bei 80 uM Konzentration
(Abb. 21A).

Nach 2 h Inkubation zeigte nur Substanz 5a bei 80 pM eine signifikant erhohte
Apoptose-Rate um das 3,1-Fache (p<0,05) im Vergleich zur Negativkontrolle und um
das 3-Fache (p<0,05) im Vergleich zu 5-FU (1) (Abb. 21B).

4 h Inkubation der HT-29-Zellen mit 80 puM Derivat 3a fuhrte zu einer signifikanten
Erhéhung der Apoptose-Rate um das 3-Fache (p<0,05) im Vergleich zur
Negativkontrolle und ebenso um das 3-Fache (p<0,05) im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) (Abb. 21C).
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Bei dem Derivat 5a fanden wir nach 4 h Inkubation der HT-29-Zellen mit 80 uM eine
Erhdhung der Apoptose-Rate im Vergleich zur Negativkontrolle um das 3,1-Fache
(p<0,01) und um das 3-Fache (p<0,01) im Vergleich zur Positivkontrolle (1) (Abb. 21C).
Das Derivat 3c zeigte nach 4 h Inkubation der HT-29-Zellen mit 80 uM Konzentration
eine Zunahme der Apoptose-Rate im Vergleich zur Negativkontrolle um das 4-Fache
(p<0,05) und um das 4,4-Fache (p<0,05) im Vergleich zur Positivkontrolle (1) (Abb.
21C).

Nach 6 h Inkubation (Abb. 21D) konnte bei Derivat 5a eine signifikante Zunahme der
Apoptose-Rate im Vergleich zur Negativkontrolle um das 3,3-Fache (p<0,05) bei 40 uM
und um das 4-Fache (p<0,05) bei 80 uM beobachtet werden. Im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) erzielte 5a eine signifikante Steigerung der Apoptose-Rate um das
5,3-Fache (p<0,05) in der Konzentration 40 uM.

Nach 6 h Inkubation mit dem Derivat 3¢ bei 80 uM konnte ein Anstieg der Apoptose-
Rate im Vergleich zur Negativkontrolle (um das 2,7-fache, p<0,05) und zur
Positivkontrolle(1) (um das 2,2-Fache, p<0,05) beobachtet werden. Abbildung 22 zeigt
HT-29-Zellen nach 6h Inkubation mit 40 uM 5-FU (1), gefarbt mit Hoechst 33342 (A)
und YO-PRO®-1 (B). Es sind in der Farbung mit YO-PRO®-1 (B) nur einige wenige
apoptotische Zellen zu erkennen. Es gibt keine signifikante Zunahme der Apoptose-
Rate. Abbildung 23 dagegen zeigt HT-29-Zellen nach 6 h Inkubation mit 40 uM Derivat
5a, gefarbt mit Hoechst 33342 (A) und YO-PRO®-1 (B). Hier ist in der Farbung mit YO-
PRO®-1 (B) ein signifikanter Anstieg der apoptotischen Zellen um das 5,3-Fache
(p<0,05) im Vergleich zu 5-FU (1) zu erkennen (siehe auch Abb. 21D).
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Abbildung 24: Die mRNA Expression (gemessen mittels gRT-PCR) von A) Caspase-3, B)
TP53 (p53), C) PCNA, D) BAX (Farhat et al. 2014) und E) IL-8 bestimmt nach 6-h
Inkubation der humanen HT-29-Zellen mit 40 uM 5-FU (1), 5-FUrd (2a) und dessen
Derivaten 3a, 4, 5, 6, 7 und 3c. Die Expression wurde gegen GAPDH normalisiert. Die
Kontrollwerte wurden als 1 gesetzt. Die Saulen zeigen Mittelwerte £SEM; N=3. *: p<0,05,
**: p<0,01 vs. Negativkontrolle; " : p<0,05 vs. 5-FU (1).

Nach 6 h Inkubation der humanen HT-29-Zellen mit 40 uM fanden wir bei Derivat 5a
mittels gRT-PCR eine 1,8-fache Zunahme (statistisch nicht signifikant) der Expression
des proapoptotischen Caspase-3-Gens im Vergleich zur Negativkontrolle (Zellen nur in
Medium kultiviert) (Abb. 24A). Bei Inkubation der HT-29-Zellen mit den Substanzen 5-
FU (1), 5-FUrd (2a), 3a, 4a, 6a, 7a sowie 3c konnte keine vermehrte Expression des
Caspase-3-Gens festgestellt werden (Abb. 24A). Des Weiteren konnten wir eine
statistisch signifikante (p<0,05) Zunahme der Expression des Tumorsuppressorgens
p53 um ca. das 2-Fache im Vergleich zur Negativkontrolle und zu 5-FU
(~Positivkontrolle) nach Inkubation mit Derivat 5a nachweisen (Abb. 24B). Die
Inkubation mit dem Derivat 6a induzierte eine statistisch signifikante Zunahme der
Expression des Proliferationsmarkers PCNA (proliferating cell nuclear antigen) im
Vergleich zur Negativkontrolle (p<0,01). Ebenso konnte bei Derivat 6a eine signifikante
Zunahme der PCNA-Expression um das 3,8-Fache (p<0,05) im Vergleich zu 5-FU
beobachtet werden (Abb. 24C). Bei Derivat 4a konnte eine geringe, statistisch nicht
signifikante Zunahme der Expression des PCNA-Gens um das 1,3-Fache beobachtet

werden. Im Vergleich zur Negativkontrolle konnte bei den Substanzen 5-FUrd (2a) (2-
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fach), 5a (4,4-fach), 7a (2,8-fach) und 3c (3,5-fach) eine signifikante (p<0,01) Abnahme
der Expression des PCNA-Gens nachgewiesen werden (Abb. 24C).

Bei der Inkubation der HT-29-Zellen mit den Substanzen 5-FU (1), 5-FUrd (2a) 3a, 4a,
6a, 7a und 3c konnten wir eine Abnahme der Expression des BAX-Gens feststellen
(Abb. 24D). Nur bei Derivat 5a wurde eine statistisch signifikante (p<0,01) Reduktion
der Expression des BAX-Gens um das 2,2-Fache, im Vergleich zur Negativkontrolle
beobachtet.

Bei den Derivaten 3a (5-fach), 5a (6-fach) und 3c (26,6-fach; p<0,01) konnte mittels
gRT-PCR eine Zunahme der Expression des IL-8-Gens im Vergleich zur
Negativkontrolle beobachtet werden (Abb. 24E).
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6 Diskussion

Die Krebstherapie ist von der Effizienz des verwendeten Medikamentes abhéngig. Die
Effizienz ist durch die Verfligbarkeit des Medikamentes im Tumorgebiet begrenzt
(Mader et al. 2011). Ein Medikament ist umso effektiver, je fahiger es ist aus der
peripheren Durchblutung in die maligne Lasion zu gelangen (Mader et al. 2011). Durch
diese stark eingeschrankte Verflugbarkeit erreicht nur ein kleiner Prozentteil der
eingesetzten Dosis des Medikamentes das Tumorgebiet. Der Rest verursacht
unerwunschte Nebenwirkungen (Mader et al. 2011).

Daher ist die Entwicklung und Herstellung von Substanzen, die die Zellvermehrung
hemmen und den Tumor in therapeutischen Dosen erreichen, ohne unerwinschte
Nebenwirkungen hervorzurufen, zurzeit von groRem Interesse. Um Medikamente zu
entwickeln, die an die DNA binden und zu einer Funktionsstérung der DNA fihren,
wurden im Lauf der Zeit mehrere Strategien und Vorgehensweisen verwendet. In
diesem Zusammenhang stellen Fluoropyrimidine Antimetabolite dar, die weit verbreitet
in der Therapie solider Tumore, einschlie3lich Magen-, Kolon- und Mamma-Karzinom,
sowie in der Behandlung des RCC und HCC eingesetzt werden (Bodner-Adler et al.
2007, Carrato 2008, Khosravi Shahi et al. 2007, Kish et al. 1994, Zhao et al. 2013).

Es ist bekannt, dass 5-FU (1) die Bildung von Thymidin, welches fir die DNA-
Synthese bendtigt wird, herabsetzt (Sommer & Santi 1974). Ein anderer Mechanismus
der Zytotoxizitdt von 5-FU ist dessen Integration in die RNA und die funktionelle
Stérung der RNA (Ishii & Marumo 2004). 5-FU wird haufig intravents verabreicht. Es
erfolgt allerdings eine schnelle Metabolisierung von Uber 80% des Medikamentes in
der Leber (Diasio & Harris 1989).

Die Aufnahme Kkationischer, zelldurchdringender Medikamente ist von lipophilen
Interaktionen an der Zelloberflache abhangig. Dies erfolgt vor allem durch direkten
Eintritt des Medikaments in die Zelle durch Diffusion oder Endozytose, entsprechend
Lipinskis Regel (Lipinski et al. 2001). Die wichtigsten molekularen Eigenschaften fir die
Pharmakokinetik eines Medikamentes im menschlichen Kd&rper sind: ,absorption,
distribution, metabolism, and excretion“ (ADME) (Lipinski et al. 2001).

Ein weiterer wichtiger Gesichtspunkt beim Einsatz von 5-FU und verwandten
Substanzen ist die Entwicklung von Resistenzen der Tumore gegen die Medikamente,

die auch den Medikamententransport mit betreffen kénnen (Wang et al. 2014).
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In diesem Zusammenhang mussen verschiedene Modalitaten der Medikamentengabe
oder Veranderungen der molekularen Struktur bedacht werden, um die therapeutische
Effizient von 5-FU (1) zu verbessern. Um zu testen ob die gewiinschte Wirkung durch
diese Veranderungen erreicht wird, missen Tests an verschiedenen Krebszelllinie
durchgefihrt werden.

In Ubereinstimmung mit diesen therapeutischen Strategien haben Prof. Dr. Rosemeyer
und Frau Dr. Malecki verschiedene Derivate von 5-FUrd (2a) hergestellt (Kostler et al
2013, Malecki et al. 2013a, Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014, Malecki &
Rosemeyer 2010, Rosemeyer et al. 2012, Rosemeyer & Malecki 2012, Werz et al.
2013). In der vorliegenden Arbeit wurden die zytotoxischen Effekte dieser Derivate auf
humane HT-29-Kolonkarzinomzellen, murine renale Adenokarzinomzellen (RENCA)
und auf humane Hepatoblastomzellen (HepG2) untersucht.

Des Weiteren wurden potentielle molekulare Mechanismen, durch die 5-FU und
dessen Derivate zytotoxische Effekte bei den Karzinomzelllinien verursachen,
untersucht.

Wir konnten zeigen, dass die ATTO 425°-konjugierten 5-Fluorouridinederivate in die
HT-29-Zellen aufgenommen wurden. Diese lieRen allerdings alle eine
zytoplasmatische Lokalisation unter Aussparung des Nukleus erkennen. Nur 5-FUrd
(2c) wies eine granulierte Verteilung im Zytoplasma auf. Diese Beobachtungen passen
zu den Ergebnissen des Viabilitat-Assays mit den ATTO 425°-konjugierten Derivaten
2c und 3b-7b: Die Derivate werden zwar in die Zellen aufgenommen, aber sie
erreichen ihren intrazellularen Zielort, den Zellkern, nicht. Das mag den Verlust der
Zytotoxizitat der Derivate erklaren. Nach Konjugation mit ATTO 425® verloren die
Derivate 3a, 5a und 7a ihre Wirkung sowohl nach 24 h, als auch nach 48 h
Inkubationszeit. Eine denkbare Interpretation dieses Ergebnisses kann die Blockierung
der 5-Position des Nukleolipids durch die kovalente Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs
(ATTO 425%) sein. Diese koénnte eine Phosphorylierung der entsprechenden
Verbindung zu einem 5'-Triphosphat verhindern.

Das mit ATTO 425°-konjugierte 5-FUrd (2c) allerdings behielt seine zytostatische
Wirkung trotz kovalenter Bindung von drei ATTO 425®-Molekiilen. Ursache hierfiir kann
ein Rest an freiem, nicht mit ATTO 425®-konjugiertem 5-FUrd in der Probe sein,
welches die zytostatischen Effekte an den HT-29-Zellen bewirkt.

Wie schon eingangs erwdhnt, ist das KRK weltweit der am dritthaufigsten
diagnostizierte Tumor (Ferlay et al. 2015). In der Behandlung des KRK wird 5-FU

routinemafig intravends eingesetzt in den Chemotherapie Regimen FOLFOX und
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FOLFIRI (Wyatt & Wilson 2009). Klinische Probleme entstehen unter anderem durch
zirkulierende Tumorzellen im Korper, die zu einer Metastasierung in die Leber und
anderen Organen filhren, aber auch durch die bestehenden Resistenzen der Tumore
gegen 5-FU (Nita et al. 1998).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Derivate in die Zellen eintraten. Sie zeigen auch,
dass die Derivate 3a, 5a und das uridine Nukleolipid 3c nach 24 h Inkubation in HT-29-
Zellen die héchste in vitro-Aktivitat, d.h. eine signifikante Reduktion der Viabilitat,
aufwiesen. Diese Ergebnisse bestétigten sich nach 48 h und nach 72 h Inkubationszeit.
Das Derivat 7a erzielte erst nach 48 h und 72 h eine signifikante Hemmung des
Uberlebens der HT-29-Zellen und war im Vergleich zu 3a, 5a und 3¢ weniger effektiv.
Ahnliche Effekte konnten auch bei der Behandlung anderer Krebszelllinen z.B. RENCA
oder HepG2 beobachtet werden.

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist eines der haufigsten inkurablen
malignen Tumoren mit einer schlechte Prognose und hoher Resistenzrate zu Radio-
und Chemotherapie (Ishii & Marumo 2004). 5-FU (1) und verwandte Praparate erzielen
nur eine geringe Ansprechrate von ca. 5% (Kish et al. 1994). In der Therapie des RCC
wird regelmafRig eine Kombinationstherapie aus 5-FU (1) und Interferon (IFN)
angewendet, die im murinen RCC synergistische zytotoxische Effekte aufweist (Ishii &
Marumo 2004). Eine Veranderung der molekularen Struktur wére eine effektive
Strategie, um die Wirkung des Medikamentes zu verbessern. Wir haben auch in der
Testung der Derivate an den murinen RENCA-Zellen zwei Derivate 3a und 5a
gefunden, die effektiver waren, als 5-FU (1). Bei den Derivaten 3c und 7a konnten
ahnliche Effekte auf die Viabilitat der RENCA-Zellen, wie bei den Substanzen 1 und 2a,
festgestellt werden.

Die Prognose der Patienten mit Hepatozellularem Karzinom (HCC) ist schlecht, da bei
der Mehrheit der Patienten die Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium ist (Wang et al. 2009). Auch bei der Behandlung des
fortgeschrittenen HCC wird 5-FU haufig in der Chemotherapie eingesetzt, entweder
alleine oder als Kombinations-Chemotherapie (Zeng et al. 2014). Die Ansprechraten
sind niedrig und die Ansprechdauer ist typischerweise sehr kurz (Zhu 2006). Daher ist
es auch fir die Therapie des HCC von hoher Bedeutung neue Chemotherapeutika mit
hoher therapeutischer Effizienz zu finden (Zeng et al. 2014).

Bei der Untersuchung der Derivate beziglich der Viabilitat der HepG2-Zellen konnten

wir die Derivate 3a und 3c identifizieren, die deutlich wirksamer waren als 5-FU. Auch
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die Derivat 5a und 7a zeigten eine deutlich hohere Reduktion der lebenden HepG2-
Zellen.

Die ungebundenen Nukleolipide (d.h. die ohne ATTO 425°-Konjugation) 3a-7a kénnen
grundsétzlich phosphoryliert und enzymatisch an den wachsenden Nukleinséurestrang
angefigt werden. Alle Nukleolipide, 3a-7a, haben terminierende Eigenschaften in
Bezug auf das Wachstum des Nukleinsdurestrangs. Mit der Bindung eines 2°,3'-O-
blockierten Nukleotides wird die enzymatische Verlangerung des Nukleinsaurestrangs
unterbunden und die Apoptose der Zelle eingeleitet.

Fur die Zytotoxizitat von 5-FU (1) scheinen, wie schon erwahnt, mehrere biochemische
Mechanismen verantwortlich zu sein: Zum einen spielt die Hemmung der Thymidylat-
Synthase und die daraus folgende Hemmung der Konversion zu 2‘-Desoxy-5-
Fluoridine-5‘-Monophosphat (Sommer & Santi 1974) fur die Wirkung von 5-FU eine
entscheidende Rolle. Aber auch die Umwandlung von 5-FU zu 5-Fluorouridine-5'-
Triphosphat und dessen Einbau in die RNA sowie die Aufnahme in die DNA und die
dadurch bedingte eine Schadigung der Integritdt der DNA (Soni & Srikrishnan 2004)
sind maRgeblich an der Wirkung beteiligt.

Es ist jedoch denkbar, dass die aktiven Metabolite 3a-7a nicht Uber diesen klassischen
biochemischen Mechanismus die Apoptose der Tumorzellen hervorrufen, sondern
dass der beschriebene Abbruch der Verlangerung des Nukleinsaurestrangs durch die
2,3-O-Blockade fir die Apoptose der Zellen verantwortlich ist. Dieser terminierende
Mechanismus ist analog zu der beschriebenen Wirkung von 3‘-Azido-2°,3'-

Dideoxythymidine (AZT), einem antiretroviralem Medikament (Furman et al. 1986).

Damit ein verabreichtes Medikament den Zellkern erreicht, sind zwei wesentliche
Hindernisse zu Uberwinden: 1) die zellulare Aufnahme durch direkte Translokation in
einem energetisch unabhangigen Prozess oder durch Endozytose, bei der die
Freisetzung aus den Endosomen wesentlich fiir den Ubertritt in zahlreiche zellulare
Kompartimente ist und 2) der Durchtritt durch die Zellkernmembran in den Zellkern
(Noor et al. 2009). Die zellulare Aufnahme von kationischen zellpenetrierenden
Proteinen (cell-penetrating peptides; CPPs) héngt von den lipophilen Interaktionen an
der Zelloberflache ab, die den direkten Eintritt durch Diffusion oder Endozytose
ermoglichen (Noor et al. 2009).

Die aktiven 5-Fluorouridinederivate 3a und 5a und 7a besitzen mehr lipophile Gruppen,
als die Derivate 4a und 6a und fihren zu einer verbesserten Diffusion durch die

Zellmembran. Die Derivate 4a und 6a wiesen keine zytotoxischen Effekte bei den
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getesteten Krebszelllinien (HT-29, RENCA, HepG2) oder bei differenzierten humanen
THP-1-Zellen auf. Diese Daten weisen darauf hin, dass die zytotoxischen Effekte von
3a und 5a und 7a spezifisch fir die Substanzen sind, unabh&ngig von der
Krebszelllinie. Zuséatzlich liefert die fehlende Zytotoxizitat der Derivate 4a und 6a in
allen getesteten Zelllinien einen Beweis dafir, dass die Menge der lipophilen Reste
eine entscheidende Rolle in ihrer Bioaktivitat spielt.

Besonders interessant ist, dass das Derivat 5a seine zytotoxische Wirkung bei der
Behandlung der THP-1-Makrophagen verliert. Diese sind humane, differenzierte
Zellen, die als Beispiel fur gesunde Korperzellen angesehen werden kénnen. Die
Reduktion der Zytotoxizitdt des Derivates im Vergleich zu 5-FU (1) kénnte auf
geringere Nebenwirkungen hoffen lassen. Die anderen Derivate, die eine effektive
Hemmung des Uberlebens bei den getesteten Krebszelllinien aufwiesen (3a, 7a und
3c), erwiesen sich bei der Testung an den THP-1 leider als zytotoxischer als 5-FU,
sodass eine erhéhte Nebenwirkungsrate zu erwarten sein kdnnte.

Die Substanzen 5-FU (1) und 5-FUrd (2a) zeigten eine Inhibitionskurve, deren Verlauf
charakteristisch ist flr einen zytostatischen Effekt (Eda et al. 1993, Weinreich et al.
2012, Weinreich et al. 2011). Betrachtet man den Kurvenverlauf der Derivate 3a und 3c
in der Behandlung der Krebszelllinien, so veranderte sich der zytostatische Effekt zu
einem zytotoxischen Effekt. 3c wies trotz des fehlenden Fluoratoms in der
Molekdlstruktur diese Hemmungskurve auf. In der Behandlung der RENCA-Zellen
allerdings verlor 3c diesen Effekt und verhielt sich &hnlich wie die Derivate 1 und 2a.
Denkbar ist, dass das Derivat 3c durch den Verlust des Fluoratoms in der molekularen
Struktur entweder einen anderen Wirkmechanismus in der Zelle aufweist oder ein
anderes Ziel in der Zelle hat. Der Wirkmechanismus kann allerdings derzeit nicht

abschlie3end geklart werden.

Bei der Untersuchung der molekularen Mechanismen und zelluldaren Signalwege der
Chemotherapeutika wurden eine Reihe von Genen gefunden, die die Antwort der
Tumorzellen auf 5-FU modulieren, unter anderem das Tumorsuppressorgen p53.

P53 als Tumorsuppressor ist wahrscheinlich, aus evolutionsbiologischer Sicht, ein
relativ neuer Mechanismus von Organismen, um die Ansammlung von Mutationen zu
verhindern (Amaral et al. 2010). P53 vermittelt typischerweise den mitochondrialen,
intrinsischen Weg der Apoptose (Amaral et al. 2010). Bax ist mit dem p53-Pfad
verbunden und stellt ein direktes Ziel von p53 dar (Miyashita & Reed 1995). Dieses

proapototische Protein aus der Bcl-2-Familie spielt eine wichtige Rolle bei der
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Einleitung der Apoptose (Kurokawa & Kornbluth 2009). An den Mitochondrien induziert
p53 eine Bax oder Bak Oligomerisierung, antagonisiert die antiapoptotischen Effekte
von Bcl-2 und Bcl-X,. und formt einen Komplex mit Cyclophilin D in der inneren
Mitochondrienmembran (Wolff et al. 2008). Dies fuhrt zur Durchlassigkeit der
Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von Apoptosefaktoren (Amaral et al.
2010). Der genaue molekulare Mechanismus, Uber den die Bcl-2 Proteine zu einer
Permeabilitat der &ufReren Mitochondrienmembran fiihren, wird kontrovers diskutiert
(Chipuk & Green 2008). Der Apoptosefaktor Cytochrom C wird frei und fuhrt zur
Oligomerisierung des Adaptorproteins Apaf-1, welches Caspase 9 aktiviert (Kurokawa
& Kornbluth 2009). Die Caspase 9 aktiviert die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7
(Kurokawa & Kornbluth 2009), die durch Proteolyse Uberlebenswichtiger Proteine zum
Tod der Zelle fuhren (Fischer et al. 2003). Wie wichtig p53 fur die Aufrechterhaltung
der Genomstabilitat ist, ist daran zu erkennen, dass die Halfte aller Tumore ein
mutiertes p53-Gen tragen (Amaral et al. 2010). In einem in vitro-Versuch konnte
gezeigt werden, dass das wtp53-Protein, das zu Zellen hinzugefiigt wurde, eine Bax
und Bak Oligomerisierung induziert und die Apoptose bedingt. Bei einer aus
Tumorzellen abgeleiteten p53-Mutation wurde keine Apoptose Induktion beobachtet
(Wolff et al. 2008).
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expression

o—e»— ol EmE
| D
&

%

Abbildung 25: Aktivierung von p53 durch 5-FU (Longley et al. 2003)

Nach der Hypothese von Longley et al. (2003) fiihren die Wirkmechanismen von 5-FU
(der Einbau von FAUTP in die RNA, der Einbau von FAUTP in die DNA und die TS-
Hemmung durch FdUMP sowie der daraus resultierende DNA-Schaden) zur
Aktivierung von p53 (Abb. 26) und daraus resultierend zur Apoptose der Zellen

(Longley et al. 2003). Studien haben gezeigt, dass der Verlust der p53-Funktion die
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zellulare Sensitivitat auf 5-FU reduziert (Bunz et al. 1999, Longley et al. 2002). Einige
Autoren konnten zeigen, dass der Verlust der p53-Funktion mit einer Uberexpression
des p53-Gens einhergeht (Ahnen et al. 1998, Liang et al. 2002).

Die Ergebnisse unserer qRT-PCR ergaben eine Expressionshemmung von p53 durch
die Behandlung mit 5-FU und zeigten statistisch signifikante, zytostatische Effekte auf
die HT-29-Zellen.

Vor ca. zehn Jahren zeigte eine Studie, dass 5-FU die Expression von p53 in HT-29-
Zellen hemmt (Zhang et al. 2003).

Dieses Ergebnis konnten wir im Rahmen der gRT-PCR reproduzieren.

Das Derivat 5a induziert interessanterweise die Expression der mRNA des
Tumorsuppressor p53. 5a triggert moglicherweise die Induktion der Apoptose Uber die
Aktivierung von Caspase-3 mit einer gleichzeitigen Hemmung der Proliferation (PCNA).
Es ist denkbar, dass 5a, anders als 5-FU (1), Uber diesen Weg seine zytotoxischen
Effekte entfaltet.

Wir haben in den Ergebnissen unserer qRT-PCR keine Aktivierung der BAX-
Expression, verbunden mit einem proapoptotischen Effekt, feststellen kénnen, weder
im Zusammenhang mit der p53-Expression noch mit der Caspase-3-Expression. Es
konnte mittels Immundepletion gezeigt werden, dass fur die Cytochrom C abhéngige
Aktivitat von p53 zytoplasmatisches Bax verwendet wird (Schuler et al. 2000).

Die Induktion der Apoptose durch das Derivat 5a scheint ebenfalls unabh&ngig von der
Induktion der BAX-Expression zu sein.

Zusatzlich zeigte das Derivat 5a eine konzentrationsabhangige Induktion des Zelltodes,
wie wir im Apoptose-Assay darstellen konnten. Ebenso verhielten sich die Derivate 3a
und 3c, nach 4h und 6h Inkubationszeit. 3a zeigte in der gRT-PCR eine nicht
signifikante Hemmung der Expression des p53-Gens und des Caspase-3-Gens. Das
Derivat 3c zeigte in der gRT-PCR keine Effekte auf die Expression des p53-Gens oder
des Caspase-3-Gens.

Wir haben nach der Behandlung mit dem Derivat 5a eine Aktivierung von Caspase-3
festgestellt. Caspase-3 ist ein Schllisselenzym der Apoptose, das essentiell ist fir die
medikamenteninduzierte Apoptose. Diese Aktivierung konnten wir nach einer
Behandlung mit den Substanzen 5-FU (1) oder 5-FUrd (2a) oder mit den anderen
Derivaten nicht feststellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Derivat 5a in den HT-29-Zellen die Apoptose Uber
den mitochondrialen Pfad induziert, abhangig von der Caspase-3 Aktivierung und

unabhangig vom p53-Status.

71



— Diskussion —

In der gRT-PCR testeten wir auch den Einfluss der Derivate auf die IL-8-Expression.
Interleukin 8 (IL-8) z&hlt zu den Chemokinen. Diese sind spezialisierte Zytokine, die
von einer Vielzahl normaler sowie neoplastischer humaner Zelltypen produziert und
sekretiert werden und durch ihre Fahigkeit die Migration von Leukozyten zu induzieren
definiert sind (Brat et al. 2005). Neben seiner potenten proinflammatorischen
Eigenschaften (Brat et al. 2005) ist IL-8 uber verschiedene Mechanismen am
Tumorwachstum beteiligt, z.B. durch seine Funktion als potentiell mitogener und
angiogener Faktor (Xie 2001). Im Tumor wird die IL-8-Expression Uber zahlreiche
Faktoren reguliert, wie z.B. Hypoxie, Azidose, Stickstoffmonoxid und die Zelldichte (Xie
2001). Da IL-8 eine direkte Rolle bei der Angiogenese spielt und es die Apoptose
hemmt sowie die Expression antiapototischer Gene fordert (Li et al. 2003), kann die
Expression von IL-8 ein mogliches Ziel in der Tumortherapie darstellen, um das
Tumorwachstum und die Metastasierung zu kontrollieren (Xie 2001).

Unsere qRT-PCR Ergebnisse zeigen keine Hemmung der IL-8-Expression bei der
Behandlung mit den 5-Fluorouridinederivaten. Es zeigte sich im Gegenteil eine erhéhte
IL-8-Expression bei den Derivaten 3a, 5a und 3c. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass 5-FU und dessen Derivate Uber verschiedene Wirkmechanismen Apoptose

induzieren.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass das Derivat 5a in
Kolonkarzinomzellen (HT-29) Caspase-3 vermittelt Apoptose induziert. Dies geschieht
scheinbar durch einen p53-unabhangigen Mechanismus. Au3erdem war 5a gegen drei
Krebszelllinien wirksam (HT-29, RENCA, HepG2), zeigte aber keine Zytotoxizitéat
gegen differenzierte THP-1-Makrophagen.

Diese Ergebnisse liefern nitzliche grundlegende Informationen Uber die Anwendung
von lipophilen Derivaten, um zytotoxische Effekte und die Behandlung von Patienten
mit verschiedenen Tumortypen zu verbessern.

Es sind aber noch weitere tierexperimentelle und prospektive klinische Studien
notwendig, um dieses neue therapeutische Potential abschlielend beurteilen zu

kdénnen.
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7 Zusammenfassung

2012 standen maligne Erkrankungen an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik in
Deutschland (Becker & Holzmeier 2012). Einen wichtigen Baustein in der Therapie der
malignen Erkrankungen stellt die Chemotherapie dar. Trotz groRRer Fortschritte in den
vergangenen Jahren konnte nur eine geringe Verbesserung des Uberlebens der
Patienten erzielt werden (Bourret et al. 1979, Krook et al. 1991).

Das Uracil-Analogon 5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Antimetabolit, der weit verbreitet in
der Chemotherapie maligner Tumoren Anwendung findet (Bodner-Adler et al. 2007,
Carrato 2008, Khosravi Shahi et al. 2007, Kish et al. 1994, Zhao et al. 2013). Eines der
gréRten Handicaps von Chemotherapeutika, wie 5-FU, ist die insuffiziente Penetration
der Zellmembran, die durch eine hohe Hydrophilie bedingt ist (Malecki et al. 2013a).
Daher haben Prof. Dr. Rosemeyer und Frau Dr. Malecki im Rahmen eines
Kooperationsprojekts (Prof. Rosemeyer, Osnabriick/Prof. Kinscherf, Marburg)
verschiedene Derivate von 5-Fluorouridine (5-FUrd, 2a) entwickelt, welche lipophile
Reste in N(3)- und/oder in 2‘3‘-O-Position tragen (3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b), mit dem Ziel
durch erhéhte Lipophilie der Derivate eine verbesserte Penetration und eine geringere
Rate an Nebenwirkungen zu erreichen (Kostler et al 2013, Malecki et al. 2013a,
Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014, Malecki & Rosemeyer 2010, Rosemeyer et
al. 2012, Rosemeyer & Malecki 2012, Werz et al. 2013). Zusatzlich wurde zum
Vergleich das 2‘3‘-O-Nonadecylidene Derivat von Uridin, 3c, hergestellt (Kostler et al.
2013).

In dieser Dissertation erfolgte die in vitro-Testung des Drug Delivery Konzeptes der
»,Lipid-Nucleosid- und Polysaccharid-Konjugate von 5-FU (2a, 3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b)“ an
den Krebszellinien HT-29 (humanes Kolonkarzinom), HepG2 (humanes
hepatozellulares Karzinom), sowie RENCA (murine Nierenzellkarzinom) und an Zellen
des Immunsystems, d.h. differenzierten, humanen Makrophagen (THP-1).

Um die Frage zu klaren, ob die Substanzen die Zellmembran passieren konnen, und in
welchem Zellkompartiment sie danach lokalisiert sind, wurden HT-29-Zellen mit ATTO
245%-konjugierten Test-Substanzen (2c, 3b-7b) fir 24 h inkubiert. Alle Derivate
passierten die Zellmembran und akkumulierten im Zytoplasma, unter Aussparung des
Zellkerns. Nur das Derivat 2c zeigte eine granulierte Verteilung im Zytoplasma.

Ein Schwerpunkt dieser Dissertation war es, den Einfluss der Aufnahme der

Testsubstanzen (3a-7a, 3c) auf die Proliferation und Apoptose der Zellen und die
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zytostatische/zytotoxische Aktivitat der Derivate im Vergleich zu 5-FU (1) und 5-FUrd
(2a) zu untersuchen.

Nach 24 h, 48 h bzw. 72 h Inkubation der humanen Kolonkarzinomzellinie HT-29 mit
den Derivaten 1 (5-FU) (14-23%, 35-46%, bzw. 30-58%) und 2a (5-FUrd) (33-45%, 60-
67%, bzw. 58-67%) konnte im Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante
Reduktion der Viabilitat der Zellen beobachtet werden. Nach 24 h Inkubation der HT-
29-Zellen zeigten in den Konzentrationen 40 uM und 80 puM die Derivate 3a (77% und
95%), 5a (30% und 86%) und 3c (89% und 96%) eine signifikante Abnahme der
Viabilitdt im Vergleich zur Negativkontrolle. Diese drei Derivate zeigten nach 24 h
Inkubation in den Konzentrationen 40 uM und 80 uM ebenfalls im Vergleich zur
Positivkontrolle (1) eine signifikante Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen (61-81%,
73% bzw. 80-82%). Nach 48 h Inkubation der HT-29-Zellen mit den Derivaten konnte
bei vier Derivaten in den Konzentrationen 40 uM und 80 UM eine signifikante Abnahme
der Viabilitat im Vergleich zu 5-FU (~Positivkontrolle) beobachtet werden: 3a (9-54%),
5a (5-48%), 7a (2-30%) und 3c (53-63%). Die Derivate 4a und 6a zeigten keinen Effekt
auf die Viabilitat der HT-29-Zellen.

Die Derivate 3a, 5a, 7a und 3c zeigten auch bei anderen Krebszelllinien (RENCA und
HepG2) eine signifikante Abnahme der Viabilitat: Nach 48 h Inkubation der RENCA-
Zelllinie mit den Derivaten, zeigten die Derivate 3a (51-57%) und 5a (56%) eine
signifikante Abnahme der Viabilitdt im Vergleich zu 5-FU. Die Derivate 3c (38-49%)
und 7a (25-44%) wiesen bei RENCA-Zellen ahnliche zytostatische Effekte auf, wie die
Substanzen 1 (29-48%) und 2a (41-46%). Nach 48 h Inkubation der HepG2-Zelllinie
mit den Derivaten konnte bei den Derivaten 3a (72-75%),5a (53%), 7a (43%) und 3c
(22-74%) eine signifikante Abnahme der Viabilitat im Vergleich zu 5-FU beobachtet
werden.

Von besonderem Interesse war das Ergebnis der Testung der Derivate an
differenzierten THP-1-Makrophagen, um zwischen zytotoxischen Effekten und
Nebenwirkungen unterscheiden zu kénnen. Das Derivat 5a zeigte nach 48 h Inkubation
eine signifikant um 6-27% erhéhte Zunahme der Viabilitat im Vergleich zu 5-FU
(~Positivkontrolle).

Die mit ATTO 425®-konjugierten 5-Fluorouridinderivate 3b, 4b, 5b, 6b und 7b wurden
bzgl. ihrer Effekte auf die Viabilitat der HT-29-Kolonkarzinomzellen getestet, nach 24 h
und nach 48 h Inkubationszeit. Die mit ATTO 425®-konjugierten 5-FUrd Derivate
zeigten in allen getesteten Konzentrationen (10-80 puM) im Vergleich zur Kontrolle
keine Unterschiede bzgl. Viabilitat der Zellen. Nur das mit ATTO 425®-konjugierte 5-
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FUrd (2c) zeigte in den Konzentrationen 10-80 puM im Vergleich zur Kontrolle eine
signifikante Abnahme der Viabilitat der HT-29-Zellen um 31-52% bzw. 41-57%.
Zusétzlich testeten wir den Einfluss der Derivate auf die Induktion der Apoptose und
Proliferation im Vergleich zu 5-FU (1) und 5-FUrd (2a) bei HT-29-Zellen nach 1 h, 2 h,
4 h und 6 h Inkubationszeit. Das Derivat 5a zeigte signifikante Zunahmen der Apoptose
bei 80 uM nach 2 h Inkubationszeit (um das 3,1-Fache), nach 4 h (um das 3-Fache)
bzw. 6 h (um das 4-Fache). Nach 6 h Inkubation konnte bei 5a auch bei 40 uM eine
signifikante Zunahme der Apoptose um das 3,3-Fache beobachtet werden.

Des Weiteren wurde die Gensignatur (zur Testung der Signaltransduktion) der HT-29-
Zellen nach Behandlung mit diesen Substanzen untersucht. In der Real-time PCR
(gRT-PCR) zeigte das Derivat 5a bei 40 uM eine signifikante Zunahme der Expression
des Tumorsuppressorgens p53 um das 2-Fache im Vergleich zur Negativ- und
Positivkontrolle (5-FU), sowie eine 1,8-fache Zunahme der Expression des
proapoptotischen Caspase 3 Gens.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei mehreren Krebszelllinien einige
Derivate von 5-FUrd (2a) effektiver in ihrer Zytotoxizitat sind, als 5-FU (1) oder 5-FUrd
(2a). Besonders das Derivat 5a ist von grofem Interesse, da es trotz der hohen
zytotoxischen Aktivitat bei Krebszelllinien, keine zytotoxischen Effekte Dbei
differenzierten Makrophagen (~Immunzellen) zeigt. Das Derivat 5a kdénnte somit ein
neuartiges, zytotoxisches, multipotentes Chemotherapeutikum darstellen.

Zur abschlieRenden Beurteilung des pharmakologischen/therapeutischen Potentials
sind allerdings weitere Untersuchungen, z. B. an Mikrotumoren/-spharen, sowie

tierexperimentelle und prospektive klinische Studien notwendig.
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8 Summary

In 2012 malignant diseases were ranked at second position in German mortality
statistics (Becker & Holzmeier 2012). Chemotherapy is one of the most important
components in the therapy of malignant tumors. However, despite great advances in
recent years only a marginal improvement of the survival of the patients could be
achieved (Bourret et al. 1979, Krook et al. 1991). 5-Fluorouracil (5-FU) - an uracil
analogue - is an antimetabilte, which is widely used in the therapy of malignant
illnesses (Bodner-Adler et al. 2007, Carrato 2008, Khosravi Shahi et al. 2007, Kish et
al. 1994, Zhao et al. 2013). One of the major handicaps of many chemotherapeutics-
like 5-FU- is the insufficient penetration through cell membranes due to high
hydrophobicity (Malecki et al. 2013a). Therefore, Prof. Dr. Rosemeyer und Dr. Malecki
developed in a cooperation project (Prof. Rosemeyer, Osnabriick/Prof. Kinscherf,
Marburg) several derivatives of 5-FUrd (2a) carrying lipophilic moieties at the N(3)-
and/or in the 2‘3'-O-position (3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b) with the aim to improve the
penetration and to achieve less side-effects due to higher lipophilicity (Malecki 2013,
Kdostler et al. 2013, Malecki et al. 2013b, Malecki et al. 2014, Malecki & Rosemeyer
2010, Rosemeyer, H., Malecki, E., Rosemeyer, H., Malecki, E., Werz, E., Korneev, S.,
Gall, K., Werz et al. 2013). Additionally, the 2‘3‘-O-Nonadecylidene derivative of
uridine, 3c, was compounded for comparative reasons (Kdstler et al. 2013).

This dissertation describes the in vitro testing of the drug delivery concept of the lipid-
nucleoside- and polysaccharide-conjugate of 5-FU (2a, 3a-7a, 3c, 2c, 3b-7b) towards
three carcinoma cell lines HT-29 (human colon carcinoma), HepG2 (human
hepatoblastoma), RENCA (murine renal adenocarcinoma) and on differentiated human
THP-1 macrophages.

We incubated HT-29 cells for 24 h with ATTO 245®-conjugated substances (2c, 3b-7b)
in order to find out, if the substances are able to pass the cell membrane and if so, in
which cell compartment they were located after penetration.

All derivatives passed the cell membrane and accumulated in the cytoplasm, all
avoiding the nuclei, except derivative 5-FUrd (2c), which showed a granulated
distribution in the cytoplasm (Malecki et al. 2013a).

The impact of the absorption of the derivatives (3a-7a, 3c) on proliferation and
apoptosis of the cells (in comparison with 5-FU (1) and 5-FUrd (2a)) set up priorities in
this dissertation. After 24 h, 48 h or 72 h of incubation of HT-29 human colon
carcinoma cells with the derivatives 1 (5-FU) (14-23%, 35-46% and 30-58%) or 2a (5-
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FUrd) (33-45%, 60-67% and 58-67%) the survival of the cells was significantly
decreased, in comparison to the negative control. Additionally, after 24 h treatment of
the HT-29 cells at concentrations of 40 um and 80 pm with the derivatives 3a (77% and
95%), 5a (30% and 86%) and 3c (89% and 96%) significantly reduced the viability of
the HT-29 cells in comparison to the negative control. These three derivatives showed
after 24 h of incubation of HT-29 cells at concentrations of 40 um and 80 um a
significant reduction of the viability in comparison to the positive control (1) (61-81%,
73% and 80-82%), too. Incubation (48 h) of the HT-29 cells with the derivatives showed
that four derivatives at concentrations of 40 um and 80 um significantly reduced the
viability in comparison to 5-FU (~positive control): at the derivatives 3a (9-54%), 5a (5-
48%), 7a (2-30%) and 3c (53-63%). Derivatives 4a and 6a did not affect the viability of
the HT-29 cells.

The derivatives 3a, 5a, 7a and 3c also showed a significant decrease of viability in
other cancer cell lines (RENCA and HepG2):

After 48 h of incubation of the RENCA cells, the derivatives 3a (51-57%) and 5a (56%)
showed a significant decrease of viability compared to 5-FU. The derivative 3c (38-
49%) and 7a (25-44%) revealed similar cytotoxic effects on the viability of RENCA cells
like substance 1 (29-48%) and 2a (41-46%). After 48 h incubation of HepG2 cell lines,
the derivatives 3a (72-75%), 5a (53%), 7a (43%) and 3c (22-74%) showed a significant
decrease of viability in comparison to 5-FU.

Investigations of the derivatives using differentiated macrophages (THP1) were of
major importance for the discrimination between cytotoxic- and side-effects. The
derivative 5a showed a significant 6-27% increase of the viability in comparison to 5-FU
(~positive control) after 48 h of incubation.

The ATTO 425°-conjugated derivatives 3b, 4b, 5b, 6b and 7b were tested regarding
their anticancer activity in human HT-29 cells after 24 h and 48 h of treatment.

All of the derivatives lost their anticancer activity after conjugation with ATTO 425° at
all concentrations under test (10-80 um) in comparison to the control. Using
concentrations of 10-80 uM only the ATTO 425°-conjugated derivative 5-FUrd (2c)
showed a significant 31-52% or 41-57% reductions of the viability in comparison to the
control .

Furthemore, we tested the impact of the derivatives on induction of apoptosis or
proliferation in HT-29 cells after 1 h, 2 h, 4 h or 6 h of incubation in comparison to 5-FU
(1) and 5-FUrd (2a). The derivative 5a showed the highest increase of apoptosis at a
concentration of 80 uM - after 2 h (3.1-fold), 4 h (3-fold) and 6 h (4-fold). After 6 h of
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treatment at concentration 40 pM a significant 3.3-fold increased apoptosis rate was
observed.

Moreover, the effects of the treatment of HT-29 cells with the substances on gene
signatures were part of the investigation. In real time PCR (qRT-PCR) the derivative 5a
(40 pM) showed a significant 2-fold increase of the tumor suppressor gene p53
expression compared to the negative and positive control (5-FU), and a 1.5-fold
increased expression of the proapoptotic Caspase-3 gene.

This dissertation shows that the cytotoxicity of several derivatives of 5-FUrd (2a) was
more effective than 5-FU, respectively, 5-FUrd using several cancer cell lines.
Especially the derivative 5a is of major interest, because it has no cytotoxic effects on
differentiated human macrophages (~ immune cell), despite of its high cytotoxic activity
on several cancer cell lines. Thus, the derivative 5a could be a novel potential cytotoxic
multipotent chemotherapeutic drug.

For the final assessment of the pharmacological/therapeutic potential, additional
investigations, such as microtumors/-spheres, animal studies, and prospective clinical

trials are needed.
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9 Abkilrzungsverzeichnis

5-FU
5-FUrd
BRAF
CH2THF
DCC
DMSO
DNA
dNTP
dTMP
dUMP
dUTP
dUTPase
EGFR
FAP
FAdUMP
FOLFIRI
FOLFOX
HNPCC
IL8
KRAS
KRK

LV
mMKRK
mi
MRNA
P53
pra-mRNA
qRT PCR
SNRNA
TME
tRNA

TS
UGD

5-Fluorouracil

5-Fluorouridine

proto-oncogene B-Raf
5,10-Methylentetrahydrofolat

deleded in colorectal carcinome gene
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Deoxynucleotid

Desoxythymidin Monophosphat
Desoxythymidine Monophosphat
Deoxyuridine Triphosphat
Deoxyuridine Triphosphat Pyrophosphatase
epidermal growth factor receptor
familiare adenomatétse Polyposis
Fluorodeoxyuridine Monophosphat
5-Fluorouracil, Leucovorin, Irinotecan
5-Flourouracil, Leucovorin, Oxaliplatin
hereditares, nichtpolyptses Kolonkarzinom-Syndrom
Interleukin-8

Kirsten rat sarcoma viral oncogene
Kolorektales Karzinom

Leucovorin

metastasiertes kolorektales Karzinom
Milliliter

messenger RNA

Tumorsuppressor p53

precursor messenger ribonucleic acid

Quantitative Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

small nuclear ribonucleic acid
totale mesorektale Exzision
Transfer-RNA

Thymidylate Synthase
Uracil-DNA Glykosylase
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UM
VEGF-A
XELOX
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Union for International Cancer Control
Mikroliter

Mikromolar

vascular endothelial growth factor-A
Capecitabine, Oxaliplatin
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10 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Struktur von 5-Fluorouracil (5-FU; 1) (Duchinsky et al. 1957)

Abbildung 2: Mechanismus der Hemmung der Thymidylat Synthase (TS) durch 5-
FU, CH2THF= 5,10-Methylentetrahydrofolat, dNTP= Deoxynucleotid, dTMP=
Desoxythymidin Monophosphat, dUMP= Desoxythymidin Monophosphat,
dUTP= Deoxyuridin Triphosphat, dUTPase= Deoxyuridin Triphosphat
Pyrophosphatase, FAUMP= Fluorodeoxyuridin Monophosphat, UGD= Uracil-
DNA Glykosylase (Longley et al. 2003)

Abbildung 3: Durchschnittliche Fallzahlen und altersspezifische Mortalitatsraten
des kolorektalen Karzinoms (KRK) pro 100 000 nach Altersgruppen 2010-
2012 (Becker & Holzmeier 2012)

Abbildung 4: Die haufigsten Todesursachengruppen in Deutschland 2012

Abbildung 5: Staging beim KRK (Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom 2014)

Abbildung 6: TNM Klassifikation des KRK (UICC, 2010) (Herold 2015)
Abbildung 7: UICC-Klassifikation des KRK in Anlehnung an (Herold 2015)

Abbildung 8: Nachsorgeschema bei KRK im Stadium UICC Il oder Il

(Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2014)

Abbildung 9: Struktur von 5-Fluorouracil (5-FU; 1) und dessen Derivate 5-
Fluorouridine (5-FUrd; 2a), und 2’-Deoxy-5-Fluorouridine (Floxuridine, 5-
FdUrd; 2b) (Malecki et al. 2013a)

Abbildung 10: Struktur der 5-FUrd Derivate 3a—7a, sowie der ATTO 425®-
kunjugierten 5-FUrd Derivate 3b—7b, und des Uridin Derivates 3¢ (Malecki et
al. 2013a)

Abbildung  11: Fluorescence  Spectral Viewer; Life  Technologies
(www.lifetechnologies.com/de/de/homellife-science/cell-analysis/labeling-

chemistry/fluorescence-spectraviewer.html)
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Abbildung 12: Darstellung der RIN-Werte, Samplel: 4a, Sample 2: 6a, Sample 3:
3a, Sample 4: 5a, Sample 5: 7a, Sample 6: 5-FU (1), Sample 7: 2a, Sample
8: 3c, Sample 9: DMSO, Sample 10: Negativkontrolle, Sample 11:
Doppelbestimmung von Substanz 5-FU (1), Sample 12: Doppelbestimmung
der Negativkontrolle

Abbildung 13: Schematische Darstellung der PCR (Joppien, S. , Maier, S. ,
Wendling, D. 2011)

Abbildung 14 : Amplifikationskurven am Beispiel des Tumorsuppressor Tp53

Gens

Abbildung 15: Reprasentative Bilder der intrazellularen Lokalisation des ATTO
425°-konjugierten 5-FUrd (2c) und dessen Derivaten 4b und 5b in humanen
HT-29-Zellen nach 24 h Inkubation, 200fache Vergré3erung. a) 2c, b) 4b, c)
5b (Malecki et al. 2013a)

Abbildung 16: Viabilitat/Uberleben humaner HT-29-Kolonkarzinomzellen nach 24
h (A) (Malecki et al. 2013a), nach 48 h (B) (Farhat et al. 2014) und nach 72 h
(C) (Farhat et al. 2014) Inkubation mit 5-FU (1) (als Positivkontrolle), 5-FUrd
(2a), bzw. dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die Werte sind
angegeben in% Viabilitdt der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium,
100% Viabilitat), als Mittelwert + SEM. *: p<0,05, ~: p<0,01, ~: p<0,001
Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, **: p<0,01,
" p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU (Positivkontrolle). N=4

Abbildung 17: Viabilitat/Uberleben der humanen HT-29-Kolonkarzinomzellen
nach 24 h (A) (Malecki et al. 2013a) und nach 48 h (B) Inkubation mit Atto
425°-konjugiertem 5-FUrd (2c) (als Positivkontrolle), und dessen Derivaten
3b, 4b, 5b, 6b, 7b und ATTO 425°. 1 x ATTO= nur ATTO 425°® (als Kontrolle
fir die Derivate, an die ein ATTO 425® Molekiil konjugiert wurde); 3 x ATTO=
dreifache Konzentration des ATTO 425° (als Kontrolle fiir 5-FUrd (2c), an das
drei ATTO 425® Molekiile gebunden wurden). Die Werte sind angegeben in%
Viabilitdt der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium, 100% Viabilitat),
als Mittelwert £ SEM. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs.
Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, *": p<0,01, *": p<0,001
Signifikanzen vs. 5-FUrd (2c, Positivkontrolle). N=4
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Abbildung 18: Viabilitat/Uberleben der murinen RENCA-Zellen nach 48 h

Inkubation mit 5-FU (1), 5-FUrd (2a), dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a,
und 3c. Die Werte sind angegeben in% Viabilitdt der Negativkontrolle
(Inkubation nur mit Medium, 100% Viabilitat), als Mittelwert £+ SEM.*: p<0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine)
und *: p<0,05, " p<0,01, " p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU
(Positivkontrolle). N=4 (Farhat et al. 2014)

Abbildung 19: Viabilitat/Uberleben der humanen HepG2-Zellen nach 48 h

Inkubation mit 5-FU (1), 5-FUrd (2a), dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a,
und 3c. Die Werte sind angegeben in% Viabilitat der Negativkontrolle
(Inkubation nur mit Medium, 100% Viabilitéat), als Mittelwert + SEM.*: p<0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine)
und 1 p<0,05, *: p<0,01, T p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU
(Positivkontrolle). N=4 (Farhat et al. 2014)

Abbildung 20: Viabilitat/Uberleben der humanen THP-1-Makrophagen nach 48 h

Inkubation mit 5-FU (1), und den Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a, und 3c. Die
Werte sind angegeben in% Viabilitat der Negativkontrolle (Inkubation nur mit
Medium, 100% Viabilitat), als Mittelwert + SEM.*: p<0,05, **: p<0,01, ***:
p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, **:
p<0,01, *: p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU (Positivkontrolle). N=3 (Farhat et
al. 2014)

Abbildung 21: Effekte der Behandlung humaner HT-29-Zellen mit 5-FU (1), 5-

FUrd (2a) und dessen Derivaten 3a, 4a, 5a, 6a, 7a und 3c auf die Apoptose
Rate nach (A) 1 h, (B) 2 h, (C) 4 h, oder (D) 6 h Inkubation. Die Werte (in%
Apoptose) sind angegeben als Mittelwert + SEM.*: p<0,05, **; p<0,01, ***:
p<0,001 Signifikanzen vs. Negativkontrolle (Medium alleine) und *: p<0,05, **:
p<0,01, ™" p<0,001 Signifikanzen vs. 5-FU (Positivkontrolle) N=3. (Farhat et
al. 2014)

Abbildung 22: HT-29-Zellen nach 6 h Inkubation mit 40 pM 5-FU (1), gefarbt mit

Hoechst 33342 (A) und YO-PRO®-1 (B)

Abbildung 23: HT-29-Zellen nach 6 h Inkubation mit 40 pM Derivat 5a in, gefarbt

mit Hoechst 33342 (A) und YO-PRO®-1 (B)
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Abbildung 24: Die mRNA Expression (gemessen mittels qRT-PCR) von A)
Caspase-3, B) TP53 (p53), C) PCNA, D) BAX (Farhat et al. 2014) und E) IL-8
bestimmt nach 6-h Inkubation der humanen HT-29-Zellen mit 40 uM 5-FU (1),
5-FUrd (2a) und dessen Derivaten 3a, 4, 5, 6, 7 und 3c. Die Expression
wurde gegen GAPDH normalisiert. Die Kontrollwerte wurden als 1 gesetzt.

Die Saulen zeigen Mittelwerte +SEM; N=3. *: p<0,05, **: p<0,01 vs.
Negativkontrolle; * : p<0,05 vs. 5-FU (1). 63

Abbildung 25: Aktivierung von p53 durch 5-FU (Longley et al. 2003) 70
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