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1 Zusammenfassung   
In dieser Arbeit untersuchten die Studien I – III, ob eine Kombinationstherapie aus 
Laktatstoffwechselhemmstoffen und Metformin ein wirksame Therapie gegen das duktale 
Pankreaskarzinom in vitro darstellt, ob die Hemmung der Autophagie in Tumor-assoziierten 
Fibroblasten diese Therapie unterstützt und wie die Belastung der Versuchstiere als Indikator 
für Nebenwirkungen der Therapien quantifiziert werden kann. Dabei konnte die Studie I 
aufzeigen, dass durch die Kombination aus Galloflavin und Metformin in vitro unter 
hypoxischen und normoxischen Bedingungen ein additiver Effekt auf die Zelltodinduktion und 
Proliferationsinhibition der Pankreaskarzinomzellen erzielt wird. Die Studie II kam zu dem 
Ergebnis, dass Tumor-assoziierte Fibroblasten in der Co-Kultur einen Einfluss auf die 
Chemoresistenz der untersuchten Karzinomzelllinien haben und die Autophagie in diesen 
Fibroblasten dabei ein wahrscheinlich wichtiger Mechanismus ist. Dabei konnte in vitro durch 
Zugabe der Autophagieinhibitoren Chloroquin bzw. Bafilomycin A1 der 
proliferationshemmende Effekt der Chemotherapien auf die co-kultivierten Tumorzellen 
signifikant verstärkt werden. Die Studie III zeigte, dass eine Methodenkombination zu 
aussagekräftigen Schlussfolgerungen über die Belastung der Tiere durch unterschiedliche 
Therapien führt und dass die Galloflavin plus Metformin Kombinationstherapie belastender als 
eine α-Cyano-4-hydroxy-Zimtsäure plus Metformin Kombinationstherapie ist.   
Als Fazit dieser Arbeit lässt sich festhalten, dass die Kombination aus Laktatstoffwechsel-
hemmstoffen und Komplex I – Inhibitoren eine vielversprechende Therapie des 
Pankreaskarzinoms ist, welche in weiteren präklinischen Studien und in Kombination mit 
Autophagiehemmstoffen untersucht werden sollte. Ferner ist die weitere Etablierung von 
mehrdimensionalen Belastungsanalysen als experimenteller Standard geboten, mit nicht-
invasiven Methoden umsetzbar und in der Lage die Belastung der Versuchstiere durch 
Therapeutika im Sinne einer optimalen Versorgung von Patientinnen und Patienten bereits 
präklinisch zu erkennen. 
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2 Einleitung 
2.1 Pankreaskarzinom beim Menschen  
Das Pankreaskarzinom ist, alle Entitäten zusammengenommen, aktuell die dritthäufigste nicht 
geschlechtsspezifische krebsbedingte Todesursache in Industrienationen wie den USA und 
Deutschland mit einer relativen 5-Jahresüberlebensrate von nur 10-12% über alle Stadien und 
Entitäten hinweg (1, 2).  Hauptgründe für diese hohe Letalität sind das häufig späte Erkennen 
von Pankreaskarzinomen aufgrund unspezifischer Symptome in frühen Stadien, die rasche 
Metastasierungstendenz und das schlechte Ansprechen auf die Chemotherapie (2, 3). Die 
einzige kurative Therapie stellt die operative Entfernung des Karzinoms dar (3, 4) mit 
anschließender adjuvanter Chemotherapie innerhalb von 12 Wochen nach der Operation (3). 
Die S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom empfiehlt für die adjuvante Chemotherapie 
den Einsatz von FOLFIRINOX (5-Fluoruracil (5-FU)/Folinsäure/Irinotecan/Oxaliplatin) oder 
Gemcitabin als Monotherapie oder in Kombination mit Capecitabin (3). Bei Inoperabilität bleibt 
bislang jedoch nur eine palliative Chemotherapie, mit einer medianen Überlebenszeit von 
weniger als einem Jahr (3, 5). Deshalb wird auch weiterhin nach neuen Behandlungsstrategien 
geforscht. 

2.2 Metabolismus des Pankreaskarzinoms  
Ein möglicher Ansatz für die Therapie des Pankreaskarzinoms ist dessen veränderter 
Stoffwechsel. Die speziellen metabolischen Eigenschaften von Pankreaskarzinomen sind 
schon seit Jahrzehnten bekannt. Diese als Warburg-Effekt benannte Veränderung äußert sich 
in der bevorzugten Metabolisierung von Pyruvat zu Laktat, auch unter sauerstoffreichen 
Bedingungen (6–8). In schnell wachsenden Tumorgeweben ist diese Veränderung ein 
zunehmender Selektionsvorteil, da im Zuge des schnellen Wachstums der Anteil an 
Mitochondrien die in ihrer Funktion eingeschränkt sind wächst, was eine oxydative 
Energiegewinnung erschwert (9–12). Ferner bieten die Anreicherung des Interzellularraumes 
mit Laktat und die konsekutive Erniedrigung des pH-Wertes einen zusätzlichen Schutz vor 
dem Immunsystem (13–19). Aus diesem Umstand ergeben sich zwei mögliche therapeutische 
Ansätze. Zum einen ist eine Transformation des veränderten Metabolismus hin zu einer 
physiologischen oxydativen Energiegewinnung denkbar, zum anderen eine Blockierung des 
neuen beziehungsweise bevorzugten Weges zur Energiegewinnung. In dieser Arbeit wurde 
die zweite Strategie verfolgt.  
Abseits des Laktatstoffwechsels spielt auch die Beziehung zu den umgebenden Zellen, 
insbesondere dem peritumorösen Bindegewebe, welches mit dem Karzinom in 
Wechselwirkung steht und unter anderem die Nährstoffversorgung des Tumors durch 
Abkapselung verändert, eine wichtige Rolle. Zunehmend zeigen Studien, dass dabei dem 
Austausch von Metaboliten wie Laktat zwischen Tumorzellen und peritumorösen Zellen eine 
entscheidende Rolle zufällt und die physische Barriere wahrscheinlich zweitrangig ist (20, 21). 
Über diesen Austausch ist auch ein direkter Einfluss der Karzinom-assoziierten Fibroblasten 
(CAF) auf die Resistenz des Karzinoms gegenüber der Chemotherapie denkbar (21–25). Ein 
möglicher Mechanismus dafür ist die Autophagie in den CAF (23, 26–30). Im Rahmen der 
Studie II wurde deshalb auch der Einfluss der Autophagie-Inhibition auf die Wirksamkeit der 
Tumortherapie untersucht.  

2.3 Murines Pankreaskarzinommodell  
Die realistische Nachstellung einer Erkrankung ist entscheidend für die Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf die Erkrankung beim Menschen. Für diese Arbeit wurde deshalb ein orthotopes 
Mausmodell des Pankreaskarzinoms genutzt um auch die anatomischen Bedingungen der 
Erkrankung abzubilden. Denn in einem nicht unerheblichen Teil der humanen 



7 
 

Pankreaskarzinome ist eine Störung des Galleabflusses der Grund für die initiale ärztliche 
Vorstellung der Erkrankten (3). Besonders der schmerzlose Ikterus (Gelbsucht) gilt dabei als 
Warnsignal und muss „diagnostische Untersuchungen für ein Pankreaskarzinom auslösen“ 
(3). Weiterhin lassen sich die Bedingungen einer peritumorösen Stromareaktion, wie sie 
insbesondere in der Studie II betrachtet wurden, in der Zellkultur nur in Ansätzen nachstellen. 
  Das Tierwohl stellt einen weiteren wichtigen Aspekt dar und wurde in Studie III 
analysiert. Ein belastungsarmer Versuchsaufbau schafft die Möglichkeit auftretende 
Belastungen den Therapien und Prozeduren zuzuordnen. Ferner ist ein ethischer Umgang mit 
den Tieren Bestandteil des Selbstverständnisses in der Forschung an Tieren und wird durch 
die EU-Richtlinie von 2010 geregelt (31). Die Studie III stellt hierbei die Frage, wie die 
Belastung der Tiere konkret gemessen und beurteilt werden kann und beantwortet diese Frage 
am orthotopen Pankreaskarzinom-Mausmodell mithilfe einer Kombination verschiedener 
Methoden. Zu den dafür verwendeten Tests gehört beispielsweise die Quantifizierung der 
durch die Mäuse gebuddelten Menge von Futterpellets aus einer definierten Röhre. Diese 
Methode ahmt das natürliche Buddeln der Mäuse nach und schafft es durch die 
Quantifizierbarkeit Rückschlüsse auf die Belastung der Tiere zu ziehen (32, 33). Eine andere 
Methode ist die Beurteilung des Nistverhaltens. Auch hier wird ein natürliches 
Verhaltensmuster untersucht und Ausprägungen oder Abweichungen interpretiert (33). Im 
Rahmen der Studie III wurden jedoch nicht nur Verhaltensmuster, sondern auch Biomarker 
wie Cortison und dessen Metabolite als Indikatoren für Stress bestimmt (34, 35). Schließlich 
wurden die Tiere auch anhand eines bereits etablierten Gesundheitsscores eingeschätzt (36, 
37).  
Im Hinblick auf die Übertragbarkeit der Ergebnisse aus dem Tierversuch auf die möglichen 
menschlichen Patient*innen lassen sich die Untersuchungen in drei Kategorien einteilen. So 
entspricht der an den Mäusen erhobene Gesundheitsscore einer routinierten körperlichen 
Untersuchung durch den behandelnden Arzt. Die Verhaltensanalysen der Mäuse sind 
vergleichbar mit den Aktivitäten des täglichen Lebens (ADL, activities of daily living) der 
Patient*innen außerhalb der Klinik oder Praxis (33). Die Bestimmung von Cortison und seiner 
Metabolite ist eine labormedizinische Analyse, die auch beim Menschen durchgeführt werden 
kann. Im klinischen Alltag wird dies jedoch nicht zur Quantifizierung von Stress genutzt um 
durch die Untersuchung keinen zusätzlichen Stress oder Ängste bei Patienten auszulösen 
(38). 

2.4 Experimentelle Therapien des Pankreaskarzinoms  
In dieser Arbeit werden drei verschiedene Wirkstoffe untersucht. Der Bekannteste ist das 
Metformin, welches als orales Antidiabetikum einer sehr großen Zahl von Patient*innen mit 
Diabetes mellitus Typ 2 verordnet wird (39). Dabei nutzt man die durch Metformin verbesserte 
Insulinwirkung um dauerhaft die zugrunde liegende Insulinresistenz zu bessern und den 
Blutzuckerspiegel zu normalisieren. Der genaue Wirkmechanismus ist dabei immer noch nicht 
verstanden. Jedoch ist bekannt, dass Metformin unter anderem den Komplex I der 
Atmungskette hemmt (40–42). Dies führt zu einer Verschiebung der Zellstoffwechsellage 
zugunsten der anaeroben ATP-Synthese über die Laktatbildung. Daraus leitet sich auch als 
schwer wiegende Nebenwirkung die Laktatazidose ab, welche bei Beachtung der 
Kontraindikationen jedoch nur äußerst selten auftritt. In einigen Arbeiten konnte ein 
Überlebensvorteil von an Pankreaskarzinomen erkrankten Patient*innen unter Medikation  mit 
Metformin festgestellt werden (43, 44). In anderen Studien zeigte sich dieser Effekt explizit 
nicht (43, 45, 46). Ältere Arbeiten vermuteten sogar einen präventiven Nutzen von Metformin 
auf die Entstehung von Malignomen (47, 48). Ferner erklärten beispielsweise Foretz et al. 
einen möglichen Nutzen einer hochdosierte Gabe von Metformin bei der Tumortherapie (49).  
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In dieser Arbeit wurde insbesondere der Synergismus von Metformin als Inhibitor der 
oxidativen Phosphorylierung und Laktatstoffwechselhemmstoffen auf das Pankreaskarzinom 
untersucht. Dabei wurden hohe Dosen von Metformin verwendet die bei einem 
durchschnittlichen Menschen dem drei- bis viereinhalbfachen der üblichen antidiabetischen 
Dosierung entsprechen.  
Die zweite Hälfte des experimentellen therapeutischen Konzeptes dieser Arbeit besteht aus 
den Laktatstoffwechselhemmstoffen. Diese sind aktuell nicht als Medikamente für Menschen 
zugelassen und finden deshalb ausschließlich im Rahmen der medizinischen Forschung 
Anwendung. So ist Galloflavin, ein struktureller Abkömmling der Gallensäure, chemisch sehr 
lipophil und deshalb zu Injektionszwecken schwer löslich. Es ist ein direkter unspezifischer 
Inhibitor der Laktatdehydrogenase (LDH) (50–52). Bisher fand Galloflavin insbesondere in der 
experimentellen Therapie von hepatozellulären, kolorektalen und Endometriumkarzinomen 
Anwendung (50, 53, 54). Im Rahmen der Studien I und III wurde die Wirkung auf das 
Pankreaskarzinom, sowohl in Kombination mit Metformin als auch als Monotherapie, 
untersucht (55, 56).   
Der zweite Wirkstoff, welcher in den Studien II und III untersucht wurde ist die α-cyano-4-
hydroxy-5-methoxy-Zimtsäure (CHC). Diese wirkt nicht als LDH-Hemmstoff, sondern als 
Inhibitor des zellulären Ausstromes von Laktat über die Blockierung von Monocarboxylat-
Transportern (MCT) (57, 58). Im Rahmen der veränderten Stoffwechsellage der 
Karzinomzellen werden die Transportproteine GLUT-1 und MCT-4 verstärkt exprimiert um die 
Glukoseaufnahme (via GLUT-1) und die Laktatausschleusung (via MCT) zu gewährleisten (59, 
60). Eine gehemmte Ausschleusung von Laktat sollte dann die Ansäuerung der peritumorösen 
Umgebung verhindern, eine Produkthemmung der LDH fördern und damit eine ATP-Synthese-
Hemmung zur Folge haben. Auf diesem Wege kann die Apoptose der Tumorzellen eingeleitet 
werden. Zum Einsatz kam CHC bislang insbesondere in der experimentellen Therapie von 
Brustkrebszellen (57, 61). Im Rahmen der Studien II und III wurde CHC sowohl als 
Monotherapie als auch in Kombination mit Metformin zur Pankreaskarzinomtherapie 
eingesetzt. Dadurch sollte wiederum ein synergistischer Effekt aus Inhibition der Zellatmung 
und des Laktatstoffwechsels erzielt werden (56, 62). 

 

3 Fragestellung 
Jede der drei Studien hatte eine individuelle Fragestellung. Dennoch ergänzen sie sich.  
So versucht die Studie I die Frage zu beantworten, ob eine Kombination aus Galloflavin, also 
einem LDH-Inhibitor, und Metformin als ein neuer und wirksamer experimenteller 
Therapieansatz bei duktalen Pankreaskarzinomen gelten kann. Die Studie II untersuchte die 
therapeutische Synergie aus CHC, also einem Laktattransportproteininhibitor, und Metformin. 
Zugleich nahm sie die Autophagie in CAF als einen möglichen Chemoresistenzmechanismus 
des Pankreaskarzinoms an und untersuchte ob eine gezielte Hemmung der Autophagie somit 
auch eine verminderte Chemoresistenz der co-kultivierten Karzinomzellen bedeutete. Die 
Studie III betrachtet vorrangig nicht die Wirkung dieser beiden Kombinationstherapien, 
sondern deren Belastungpotential für die damit behandelten Tiere. Solch eine 
Belastungsanalyse könnte ungewünschte Nebenwirkungen von Therapien aufzeigen. 
Zusammenfassend ergibt sich in dieser Arbeit somit die Frage ob Kombinationstherapien aus 
Metformin und Laktatstoffwechselhemmstoffen einen zu verfolgenden experimentellen 
Therapieansatz bei duktalen Pankreaskarzinomen darstellen, ob diese Therapien im 
Tierversuch eine große Belastung für die Tiere darstellen und wie man zu diesem Zweck 
Belastung bei Mäusen am effektivsten quantifiziert.   
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4 Material und Methoden  
4.1 Reagenzien  
Die folgenden Reagenzien wurden für Studie I, II oder III verwendet: Dimethylsulfoxid (DMSO, 
Code: D2438, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland), Phosphat-gepufferte Salzlösung pH 
7.4 (PBS, Code: 10010-015, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), Galloflavin (Code: 
4795, Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland), Metformin (Code: D150959, Sigma-
Aldrich), Trypan Blau (Code: 15250, Thermo Fisher Scientific). α-Cyano-4-hydroxy-Zimtsäure 
(CHC, Code: D150959, Sigma-Aldrich), Gemcitabin (Code: G6423, Sigma-Aldrich), Mitomycin 
C (MCC, Code: M7949, Sigma-Aldrich), Chloroquin (CQ, Code: PHR1258, Sigma-Aldrich), 
Bafilomycin A1 (BAF, Code: 1960000, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland); Antikörper: 
primäre Antikörper gegen Typ I Kollagen (Kollagen I, Code: ab34710, Abcam, Cambridge, 
UK), primäre Antikörper gegen p62 (Code: ab109012-100, Abcam), primäre Antikörper gegen 
β-Actin (Code: A5441, Sigma-Aldrich), sekundäre Antikörper: Ziegen-Anti-Kaninchen-
Immunglobuline (Code: D0487, Dako, Hamburg, Deutschland), Peroxidase-gekoppelte Anti-
Kaninchen-Antikörper (Code: 7074, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), 
Peroxidase-gekoppelte Anti-Maus-Antikörper (Code: A9044, Sigma-Aldrich), Liquid 
Permanent Red (LPR, Code: K0640, Dako) 

4.2 Zellkultur (Studie I+II)   
4.2.1 „Mono-Kultur“ und Behandlungen  
Für Studie I wurde die murine pankreatische Adenokarzinomzelllinie 6606PDA, ein Geschenk 
von Prof. Tuveson (University of Cambridge, UK), sowie die menschliche pankreatische 
Krebszelllinie MIA PaCa-2, gekauft von ATCC (Manassas, USA), in Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (DMEM, code: FG0435, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) mit einer 
Glukosekonzentration von 4,5 g/L (high glucose) oder 0,5 g/L (low glucose) kultiviert. Den 
Medien wurde 10% fetales Kalbserum (FCS, code S0615, Biochrom GmbH), 100 Einheiten/ml 
Penicillin und Streptomycin (code A2212, Biochrom GmbH) sowie 8 µg/ml Tylosin (code: 
T3397, Sigma-Aldrich) zugesetzt. Die Zellen wurden mit Galloflavin, welches im 
Trägermedium DMSO gelöst war, in einer finalen Konzentration von 5 µM, 20 µM, 80 µM oder 
320 µM für 30 Stunden behandelt. Dies geschah sowohl ohne Zugabe weiterer Therapeutika 
als auch in Kombination mit 20 mM Metformin. Um ferner den Einfluss des Sauerstoffangebots 
auf die Medikamentenwirksamkeit zu untersuchen, wurden die 6606PDA-Zellen mit den oben 
genannten Wirkstoffen für 30 Stunden unter normoxiden (19% O2) oder hypoxiden (1% O2) 
Bedingungen in einem Innova® CO-48-230 Inkubator (New Brunswick Scientific Co., Inc., 
Edison, New Jersey, USA) kultiviert.  
In Studie II wurden ebenfalls 6606PDA-Zellen untersucht und über 48 Stunden mit 10 mM 
CHC, 5 mM Metformin, einer Kombination der beiden oder mit Trägersubstanz (Sham) 
behandelt. Weiterhin wurden Large T immortalized cells (LTC)-Zellen (CAF), eine von 
Sparmann et al. isolierte und charakterisierte immortalisierte Zelllinie pankreatischer 
Sternzellen von Ratten (63), in Iscove’s Modified Delbecco’s Medium (IMDM, Code: FG4605, 
Biochrom GmbH) mit 4,5 g/L Glukose unter Zusatz von 10% FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin 
und Streptomycin (Biochrom GmbH) sowie 1% nicht-essentielle Aminosäurenlösung (Code: 
M7145, Sigma-Aldrich) kultiviert. Anschließend wurden auch diese Zellen mit CHC, Metformin 
bzw. Sham in den angegebenen Konzentrationen oder mit 0,1 µM Gemcitabin behandelt. 

4.2.2 „Co-Kultur“ und Behandlungen (Studie II)  
Um die Funktion der CAF in vitro zu untersuchen wurden zunächst LTC-Zellen in einer 96-
Well-Platte für 24 Stunden kultiviert. Zum Stoppen der Zellteilung wurde den LTC-Zellen für 
drei Stunden 5 µg/ml MMC zugesetzt, um damit eine Verzerrung der Proliferationsmessung in 
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der Co-Kultur zu verhindern. Die Autophagie in den LTC-Zellen wurde anschließend durch 
Zugabe von 50 µM CQ oder 0,2 µM BAF für drei Stunden inhibiert. Danach wurden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und für 24 Stunden mit 6606PDA- oder MIA PaCa-2-Zellen co-
kultiviert. Schließlich wurden die Zellen mit CHC, Metformin, einer Kombination der beiden 
oder Sham für 48 Stunden behandelt. Alternativ wurden die co-kultivierten Zellen über 24 
Stunden mit Gemcitabin oder Sham behandelt. 

4.2.3 Evaluation der Laktatkonzentrationen (Studie I)   
Für den Nachweis der LDH-Inhibition durch Galloflavin wurde im Zelllysat und im Zellüberstand 
mit dem lactate colorimetric assay kit II (BioVision Incorporated, Milpitas, USA) die 
Laktatkonzentration bestimmt, nachdem die 6606PDA-Zellen mit 80 µM Galloflavin oder 
Trägermedium (DMSO) für 30 Stunden behandelt wurden. Da hohe FCS-Konzentrationen den 
Laktat Assay stören, wuchsen die Zellen in einem Medium dem 1% statt 10% FCS zugefügt 
wurde. 

4.2.4 Evaluation von Proliferation und Zelltod (Studie I+II)  
Zur Bestimmung der Proliferation wurde ein Kit (code: 11 647 229 001, Roche, Basel, 
Switzerland), welches die Aufnahme von 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) in die Zellen misst, 
genutzt (BrdU-Assay). Nach dem Ausplattieren der 6606PDA- (Studie I+II) bzw. MIA PaCa-2- 
(Studie I) auf einer 96 Well-Platte wurden die Zellen am folgenden Tag mit den angegebenen 
Wirkstoffen für 24h behandelt. Der BrdU-Assay wurde dann, wie vom Hersteller vorgesehen, 
durchgeführt und die absolute Absorption bei 450 nm mit einem PerkinElmer Victor X3 
Plattenleser (PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA) bestimmt.  
Der Zelltod wurde durch die Färbung mit Trypan Blau quantifiziert. Diese färbt Zellen, welche 
entweder nekrotisch oder in einer späten Phase der Apoptose sind. Um die toten Zellen zu 
quantifizieren wurden erneut 6606PDA- bzw. MIA PaCa-2-Zellen auf einer 24 Well-Platte 
ausgesät. An den folgenden Tagen wurden im Rahmen der Studie I die Zellen über 30 Stunden 
mit den angegebenen Wirkstoffen behandelt. Für die Studie II wurden die 6606PDA-Zellen 
über 56 Stunden mit 10 mM CHC, 5 mM Metformin, einer Kombination der beiden oder Sham 
behandelt. Anschließend wurden alle Zellen mit Trypsin-EDTA (Biochrom GmbH) gelöst und 
mit Trypan Blau Lösung (Thermo Fischer Scientific) gefärbt. Danach wurde eine repräsentative 
Zahl von 100 Zellen in einer Neubauer Zählkammer gezählt. Die gefärbten und ungefärbten 
Zellen wurden evaluiert und ins Verhältnis zur Gesamtzahl gesetzt. 

4.2.5 Western Blot (Studie II)  
Für die Quantifizierung von p62, einem Autophagie-Markerprotein (64), wurden LTC-Zellen 
auf eine 6-Well-Platte gesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen dann mit 10 mM CHC, 5 mM 
Metformin, einer Kombination aus beiden, Sham oder 0,1 µM Gemcitabin über 24 Stunden 
behandelt. Anschließend wurden die Western Blots unter Nutzung von Primär- und 
Sekundärantikörpern durchgeführt. Die Visualisierung der Proteine wurde mittels 
Chemilumineszenz (ECL Plus™, GE Healthcare, München, Deutschland) und dem 
ChemiDoc™ XRS System (Bio-Rad Labratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland) realisiert. 

4.3 Tierversuche (Studie II+III)  
4.3.1 Orthotopes Pankreaskarzinommodell   
Die Tierversuche wurden an männlichen C57BL/6J-Mäusen durchgeführt. Diese Mäuse 
wurden von den Charles River Laboratories (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, 
USA) gekauft und in der Zentralen Versuchstierhaltung gezüchtet. Die Versuche wurden 
entsprechend der EU-Direktive 2010/63/EU und nach Genehmigung durch das Landesamt für 
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF) 
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durchgeführt. Für das syngene orthotope Pankreaskarzinom-Modell wurden die Mäuse 
inhalativ mit 1,2-2,0% Isofluran narkotisiert und erhielten zur perioperativen Analgesie 5 min 
vor dem Schnitt eine subkutane Injektion von 5 mg/kg Carprofen (Rimadyl®, Pfizer GmbH, 
Berlin, Deutschland). Intraoperativ wurden die Augen der Mäuse durch Augensalbe vor dem 
Austrocknen geschützt und die Körpertemperatur durch das Operieren auf einer beheizten 
Unterlage (ca. 37°C) vor zu starkem Absinken bewahrt. Nach Rasur und Hautdesinfektion 
wurde das Abdomen per Oberbauchquerschnitt eröffnet und im Verlauf 5 µl der 
Tumorzellsuspension (6606PDA-Zellen, 2,5×105 Zellen je 5µl in Matrigel®) in den 
Pankreaskopf mit Hilfe einer 25 µl-Spritze (Hamilton Syringe, Reno, NV, USA) injiziert. Im 
Anschluss an das Einbringen der Tumorzellen wurden das Peritoneum und die Haut vernäht 
und die Mäuse vor einer Wärmelampe platziert um auch postoperativ ein Auskühlen zu 
verhindern. Die Operation dauerte pro Maus 15 bis 20 Minuten. Die postoperative Analgesie 
wurde durch das Einbringen von Metamizol (1250 mg/L, Novaminsulfon-ratiopharm® 500 
mg/mL Tropfen, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) in das Trinkwasser der Mäuse sichergestellt 
und bis zur Euthanasie der Tiere fortgesetzt. Diese Analgesie ist in dieser Darreichungsform 
leicht zu verabreichen und ein etablierter Bestandteil dieses Tiermodells (65, 66).   
Im Versuchsablauf ist der Tag der Tumorzellinjektion Tag Null. Tag 1 entspricht somit dem 
ersten postoperativen Tag. Ab Tag 4 begann die Therapie der Mäuse über intraperitoneale 
Injektionen von Sham, CHC, Metformin oder der Kombination aus CHC und Metformin (Studie 
II) bzw. der Kombinationstherapie aus Galloflavin und Metformin oder CHC und Metformin 
(Studie III). In der Studie II wurden zur Bestimmung der geeigneten CHC-Dosis folgende drei 
Dosierungen untersucht: 15 mg/kg CHC plus 125 mg/kg Metformin (n=3), 60 mg/kg CHC plus 
125 mg/kg Metformin (n=3), 240 mg/kg CHC plus 125 mg/kg Metformin (n=3). Um den Effekt 
einer Hemmung von Autophagie auch in vivo zu untersuchen wurde den Mäusen zudem 
zweimal pro Woche 60 mg/kg CQ intraperitoneal injiziert. An Tag 37, nach der Euthanasie der 
Tiere, wurde der Tumor von dem Pankreas separiert, entnommen, dessen Gewicht 
aufgezeichnet und anschließend formalinfixiert. Für die Studie III wurden die Tiere den 
Behandlungsgruppen nichtzufällig anhand ihrer Leistung in den präexperimentellen 
Verhaltensanalysen (Buddeln und Nisten) zugeordnet. So erhielten jeweils sieben Mäuse 
täglich die Kombinationstherapie aus Metformin (125 mg/kg in PBS) und CHC (15 mg/kg in 
50% DMSO), die korrespondierende Sham-Therapie (PBS und 50% DMSO) und die zweite 
Therapie bestehend aus Metformin (125 mg/kg in PBS, täglich) und Galloflavin (20 mg/kg in 
100% DMSO, dreimal pro Woche). Fünf Mäuse erhielten PBS (täglich) und 100% DMSO 
(dreimal pro Woche) als jeweilige Sham-Therapie. Das Verabreichen der Therapeutika und 
die Evaluation der Belastung der Tiere wurden unverblindet von unterschiedlichen Personen 
durchgeführt. Metformin und PBS wurden jeweils am Morgen zwischen 9:00 Uhr und 11:00 
Uhr injiziert, während Galloflavin, CHC und deren entsprechende Trägersubstanzen zwischen 
14:30 Uhr und 15:00 Uhr verabreicht wurden. 

4.3.2 Bildgebung mit PET-CT und 7-T-MRT (Studie II)  
An Tag 34 wurden die Mäuse in inhalativer Narkose mit 1,2-2,0% Isofluran mit einer 7-Tesla-
Kleintier-MRT (BioSpec 70/30, 7.0 Tesla) in Verbindung mit einem Übertragungs-
volumenresonator und einer Oberflächenempfängerspule (Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, 
Deutschland) dargestellt. Die Bildgebung wurde mittels morphologischen T2-gewichteten 
TurboRARE- (T2w-TurboRARE) und Diffusions-gewichteten Bildgebungssequenzen (DWI) 
durchgeführt. An Tag 35 wurde dann die Bildgebung mit 18F-FDG-PET/CT durchgeführt. Die 
Mäuse wurden dazu erneut narkotisiert. Anschließend wurde ihnen eine Dosis von etwa 15 
MBq des 18F-FDG (2-Fluor-2-desoxy-D-Glukose) intravenös über einen in einer 
Schwanzvene platzierten Mikrokatheter injiziert. Nach einer Verteilungsszeit von 60 Minuten 
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wurde eine statische PET-Aufnahme in Bauchlage mit einem Kleintier-Mikro-PET/CT-Scanner 
(Inveon PET/CT Siemens, Knoxville, TN, USA) durchgeführt. Die Rekonstruktion der PET-
Bilder erfolgte per 2D-OSEM (2-dimensional ordered subset expectation maximization 
algorythm). 

4.3.3 Immunhistochemische Färbung (Studie II)  
Zur Evaluation der peritumorösen Stromareaktion wurde an 4 µm Paraffinschnitten der 
entnommenen Tumore Kollagen I mit Kaninchen-Anti-Kollagen I-Antikörpern (200-fache 
Verdünnung) und Alkalische Phosphatase-konjugierte Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikörper 
(100-fache Verdünnung), gefolgt von Permanentfärbung mit LPR angefärbt. Die Kollagen I-
Bilder wurden mit einem Olympus-Mikroskop BX51, ausgestattet mit einer ColorView II-
Kamera (Olympus, Tokyo, Japan), aufgenommen. Zur Messung der Dicke der Stromareaktion 
wurde der Abstand zwischen dem inneren und äußeren Rand der Kollagen I Ablagerung 
jeweils bei 12 Uhr, 3 Uhr, 6 Uhr und 9 Uhr gemessen. Der Mittelwert dieser vier Abstände 
wurde dann genutzt um die Dicke der Stromareaktion zu definieren. 

4.3.4 Beurteilung von Belastungsparametern (Studie III)  
Um die Belastung der Tiere durch Laparotomie und Tumorzellinjektion zu analysieren wurden 
alle Parameter vor und nach der Operation bis zum zweiten postoperativen Tag beurteilt. 
Anschließend wurden die Belastungsparameter während der frühen (Tag 4 – 8), der mittleren 
(Tag 18 – 19) und der späten (Tag 34 – 35) Therapiephase quantifiziert, um exemplarisch den 
Verlauf der Belastung unter der Chemotherapie zu untersuchen.  
Das KG wurde jeweils 24 Stunden nach der Operation oder der letzten Therapeutikainjektion 
bestimmt, um genug Zeit für eine KG-Anpassung zu lassen. Die hierbei berechnete relative 
KG-Änderung bezog sich stets auf das Gewicht vor der Operation.   
Die Belastungsanalyse mittels Belastungsscore-Bogen ist ein seit langem etabliertes 
Werkzeug (36, 37). Zu dessen Bestimmung werden die Mäuse für wenige Minuten in ihren 
Käfigen beobachtet und der Allgemeinzustand, das spontane Verhalten, das Fluchtverhalten 
(Interaktion des Beobachters mit den Mäusen) und versuchsspezifische Kriterien beurteilt. 
Erhoben wurde er jeweils 30 Minuten nach der letzten Therapeutikainjektion.  
Das Buddelverhalten der Mäuse wurde entsprechend der Arbeit von Deacon et al. analysiert. 
(32, 33) Dazu wurden Buddelröhren mit 200 g an Futterpellets (ssniff-Spezialdiäten GmbH) 
gefüllt und eine bis eineinhalb Stunden nach der letzten Therapeutikainjektion sowie 
zweieinhalb bis drei Stunden vor der Dunkelphase (16 Uhr – 16:30 Uhr) im Käfig platziert. 
Nach Ablauf von zwei Stunden wurde das Gewicht der aus den Buddelröhren 
herausgebuddelten Pellets ermittelt.  
Für die Untersuchung des Nistverhaltens der Mäuse erhielt jedes Tier ein bis zwei Stunden 
vor der Dunkelphase (18 Uhr – 18:30 Uhr) ein definiertes Nestlet (5 cm-Quadrate aus 
gepresster Watte, ZOONLAB GmbH). Am folgenden Tag, zwischen 9 Uhr und 11 Uhr wurden 
die Nester begutachtet und erhielten einen Score-Wert, ähnlich der Punkteskala von Deacon 
et al. (33). Zusätzlich zu den bei Deacon vergebenen 1 – 5 Punkten vergaben wir 6 Punkte für 
ein „perfektes Nest“ (>90 % des Nestlets zerrissen), das wie ein Krater aussieht und bei dem 
mehr als 90 % der Zirkumferenz des Nestes die Körperhöhe der Maus überragt. Zu Beginn 
des Experimentes wurden beide Verhaltensanalysen zweimalig durchgeführt während die 
Tiere noch in Gruppen gehalten wurden, da Hinweise bestehen, dass Mäuse voneinander 
lernen können (33). Nach dieser Lernphase wurden die Mäuse einzeln gehalten.  
Die Konzentrationen von Corticosteron im Plasma und von dessen Metaboliten im Kot (FCM) 
wurden als mögliche Indikatoren für Stress bzw. Belastung bestimmt. Dafür wurde jeweils 24 
Stunden nach der letzten Intervention Kot (pro Maus 200 – 400 mg) aus den Käfigen 
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gesammelt, für 4 Stunden bei 65 °C getrocknet und anschließend bei -20 °C gelagert. Später 
wurden dann 50 mg des getrockneten Kots mit 1 ml von 80 % Methanol extrahiert und mit 
einem 5α-Pregnan-3β,11β,21-triol-20-on-Enzymimmunoassay analysiert (34, 67). Zur 
Quantifizierung des Corticosterons im Plasma wurden weitere 10 Mäuse genutzt, da die 
Blutentnahme selbst eine Stressreaktion verursacht (68) und damit u.a. auch die Buddel- und 
Nistaktivität beeinflussen könnte. 6 dieser Mäuse erhielten Metformin plus Galloflavin als 
Therapie, während die restlichen 4 Tiere die zugehörige Sham-Behandlung bekamen. Das 
Blut wurde jeweils 30 Minuten nach der Therapeutikainjektion per retroorbitaler Punktion nach 
Narkose mit 5 % Isofluran entnommen. Die schnelle Entnahme des Blutes unter Isofluran 
innerhalb von 3 Minuten ist dabei obligatorisch um eine Beeinflussung der Corticosteron-
Konzentration durch die Blutentnahme selbst auszuschließen (35, 68). Die Blutproben wurden 
anschließend zentrifugiert und das gewonnene Plasma bei -20 °C gelagert. Die Plasma-
Corticosteron-Konzentrationen wurden mittels ELISA-Kit (Code: DEV9922, Demeditec 
Diagnostics GmbH, Erfurt, Deutschland) gemessen. 

4.4 Statistik und Datenanalyse  
4.4.1 Statistik (Studie I+II)  
Die Graphen und Statistiken für die Studie I wurden mit GraphPad Prism 6 (Version 6.05 für 
Windows, GraphPad Software, La Jolla, California, USA) erstellt. Die Ergebnisse wurden 
entweder als Line Plots mit Mittelwert und Standardabweichung oder als Box Plots mit 
dargestelltem Median, 25. und 75. Perzentile in Form der Box mit der 5. und 95. Perzentile als 
Antennen präsentiert. Unterschiede in den Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-
Rangsummen-Test, gefolgt von der Bonferroni-Korrektur, evaluiert. Somit wurden die 
erhaltenen Unterschiede mit P≤0,05 geteilt durch die Anzahl der sinnvollen Vergleiche als 
signifikant angesehen, wohingegen Unterschiede mit P≤0.08 geteilt durch die Anzahl der 
sinnvollen Vergleiche als Tendenz-zeigend angesehen wurden.  
Alle Graphen und Statistiken für Studie II wurden mit Sigmaplot® 12.0 (Systat Software, San 
Jose, CA, USA) angefertigt. Die Ergebnisse wurden als Line Plots bzw. Box Plots präsentiert. 
Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-Rangsummen-Test, gefolgt von der Bonferroni-
Korrektur, evaluiert. Die erhaltenen Unterschiede mit P≤0,05 geteilt durch die Anzahl der 
sinnvollen Vergleiche wurden als signifikant angesehen. 

4.4.2 Datenanalyse (Studie III)  
Die Daten der Studie III wurden statistisch mit SigmaPlot® 12.0 (Systat Software Inc.) 
analysiert. Sie wurden mittels Shapiro-Wilk- und Levene-Test auf mögliche Normalverteilung 
und Gleichheit der Varianz untersucht. Alle nachträglichen Tests wurden ebenfalls mit 
SigmaPlot® 12.0 durchgeführt. Bei parametrischen Daten wurden signifikante Unterschiede in 
der perioperativen Phase mittels Einweg-Varianzanalyse mit wiederholten Messungen mit 
paarweisem Vergleich nach der Holm-Sidak-Methode untersucht. Nicht-parametrische Daten 
wurden mit einer Rangplatzsummen-Varianzanalyse (dem Kruskal-Wallis-Test) gefolgt von 
der Student-Newman-Keuls-Methode auf signifikante Unterschiede untersucht. Die Daten der 
Therapiephase wurden anhand einer Zweiweg-Varianzanalyse mit Vergleich von Therapie und 
Phase nach der Holm-Sidak-Methode auf signifikante Unterschiede hin untersucht. 
Unterschiede mit P ≤ 0,05 wurden als signifikant angesehen.  
Um die Leistung der einzelnen quantifizierenden Parameter zu vergleichen wurde eine 
Analyse der Kurven auf parameterabhängige Charakteristika (ROC, receiver operating 
characteristics) durchgeführt. Die Daten von allen Tieren vom Tag vor und nach der operativen 
Intervention wurden für eine Vorhersage der Belastung genutzt und die Fläche unter der Kurve 
(AUC, area under the curve) der ROC-Kurve, die 95% Konfidenzintervalle und der P-Wert 
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wurden für jeden Parameter berechnet. Dabei erlauben die ROC-Kurven eine Darstellung der 
Sensitivität und Spezifität eines diagnostischen Tests (69). Eine AUC von 1,0 bedeutet, dass 
dieser Parameter perfekt ist um zwischen prä- und postoperativen Tieren zu unterscheiden, 
wohingegen ein Wert von 0,5 anzeigt, dass keine Unterscheidungsmöglichkeit anhand dieses 
Parameters möglich ist. Um die AUC der Kombination von allen drei Parametern zu 
analysieren wurden die Daten durch ein Modell für multiple logistische Regression kombiniert 
und  ROC-Kurven berechnet. Der beste Cut-Off für einzelne Parameter, wie KG-Veränderung, 
Buddeln und FCMs, wurde mit Youden’s J-Index berechnet und die Datenerhebungspunkte 
während der Therapiephase wurden anhand der Cut-Off-Werte auf Belastungsstufe 1 und 2 
aufgeteilt. 

4.4.3 Mehrdimensionales Modell durch logistische Regression (Studie III)  
Die im Versuch vor (pre) und nach (op) der Operation gesammelten Daten (n=26; 52 
Datenpunkte insgesamt) wurden zunächst als Trainingsdatensatz verwendet. Die Aufstellung 
der Daten bestand aus zwei unabhängigen Variablen (Buddeln und FCMs) und dem Status an 
jedem Datenpunkt (pre und op) als abhängige Größen. Es wurde eine (multidimensionale) 
logistische Regression in R (70) genutzt um mittels einfachem binomischen Modell 
Stichproben in zwei Kategorien (pre/op versus mittlere Belastungsstufe 1/2) einzuordnen. 
Unter Nutzung der Koeffizienten aus dieser Zuordnung wurde die Stufen-Trennlinie in der 
Ebene (Achsen: x= FCMs, y= Buddeln) der Trainingsdaten eingezeichnet. Die 
Klassifikationsgrenze für die Vorhersage wurde durch ROC-Analyse optimiert (Cut-off am 
kombinierten Sensitivitäts-/Spezifitätsmaximum). Die erhaltene Grenze wurde anschließend 
für Vorhersagen zu Training- und Testdaten genutzt um die Leistung und den 
Klassifikationserfolg zu beurteilen. Alle gesammelten Daten der einzelnen Therapiephasen 
(früh, mittel und spät) wurden als Testdatensätze für die jeweilige Behandlung (Metformin + 
Galloflavin, n=7, 21 Datenpunkte; Metformin + CHC, n=7, 21 Datenpunkte) zusammengeführt. 
Schließlich wurden die beiden Therapien einzeln einer der beiden Belastungsstufen 
zugeordnet (Stufe 1 oder 2). 
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5 Ergebnisse  
5.1 Studie I  
5.1.1 Galloflavin hemmt die Laktatproduktion  
Zunächst wurde überprüft in wie weit Galloflavin die Laktatproduktion in 6606PDA Zellen 
hemmt. Abhängig von der Dosis reduzierte Galloflavin die Laktatkonzentration in diesen Zellen 
[(55), Figure 1A, Studie I]. Ab einer Konzentration von 80µM wurde eine signifikante Reduktion 
der Laktatkonzentration festgestellt [(55), Figure 1B, Studie I]. Die Wirkung auf die 
Laktatkonzentration im Zellüberstand zeigte eine ähnliche Dosisabhängigkeit [(55), Figure 1C, 
Studie I]. Auch hier war die Laktatkonzentration bei 80 µM Galloflavin gegenüber der 
Behandlung mit Trägermedium signifikant verringert [(55), Figure 1D, Studie I]. Der 
proportionale Abfall von Laktat sowohl im Zellüberstand, als auch im Zelllysat bestätigt, dass 
die Behandlung mit Galloflavin nicht den zellulären Ausstrom von Laktat, sondern die 
Laktatproduktion durch Inhibition der LDH beeinflusst. 

5.1.2 Galloflavin plus Metformin hemmt die Proliferation und fördert den Zelltod  
Die Behandlung von 6606PDA-Zellen mit Galloflavin führte zu einer dosisabhängig 
verminderten Proliferation [(55), Figure 2A, Studie I]. Das Hinzufügen von 20 mM Metformin 
verstärkte die Wachstumshemmung zusätzlich [(55), F Figure. 2A, Studie I]. Die Behandlung 
mit Metformin reduzierte die Proliferation kaum, wohingegen Galloflavin eine signifikante 
Hemmung des Zellwachstums, verglichen mit Zellen die mit Sham behandelt wurden, bewirkte 
[(55), Figure 2B, Studie I]. Die Kombinationstherapie Galloflavin plus Metformin behinderte das 
Wachstum der behandelten Zellen im Vergleich zur Galloflavin-Monotherapie leicht und 
verglichen zur Metformin-Monotherapie signifikant [(55), Figure 2B, Studie I]. Eine ähnliche 
Dosisabhängigkeit in der Zellwachstumshemmung wurde bei der Behandlung von MIA PaCa-
2-Zellen mit Galloflavin beobachtet [(55), Figure 2C, Studie I]. Bei Konzentrationen von 5 µM 
und 20 µM Galloflavin führte die Hinzugabe von 20 mM Metformin zu einer signifikant erhöhten 
Hemmung des Wachstums [(55), Figure 2C, Studie I]. In dieser Zelllinie reduzierte bereits die 
Kombination aus 20 µM Galloflavin und 20 mM Metformin das Wachstum signifikant verglichen 
mit Sham oder Galloflavin [(55), Figure 2D, Studie I]. Diese Daten lassen darauf schließen, 
dass Galloflavin plus Metformin einen additiven Effekt auf die Hemmung der Proliferation von 
Bauchspeicheldrüsenkrebszellen hat.  
Galloflavin induziert in 6606PDA-Zellen den Zelltod dosisabhängig, sowohl in Anwesenheit als 
auch in Abwesenheit von Metformin [(55), Figure 3A, Studie I]. Bei Konzentrationen von 5 und 
20 µM zeigt Galloflavin plus 20 mM Metformin, eine signifikante Steigerung der 
Zelltodinduktion [(55), Figure 3A, Studie I]. Die Behandlung mit 20 mM Metformin oder 80 µM 
Galloflavin induzierte den Zelltod signifikant, verglichen mit Sham-Therapie-Zellen [(55), 
Figure 3B, Studie I]. Die Kombination Galloflavin plus Metformin induzierte den Zelltod etwas 
mehr als die Galloflavin-Monotherapie und signifikant mehr als die Metformin-Monotherapie 
[(55), Figure 3B, Studie I]. Auf die MIA PaCa-2 Zellen wirkte Galloflavin ebenfalls 
dosisabhängig zelltodinduzierend, sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von Metformin [(55), 
Figure 3C, Studie I]. Wobei die Hinzugabe von Metformin nicht zu einer signifikant höheren 
Zelltodinduktion durch Galloflavin führte [(55), Figure 3C – D, Studie I]. Diese Ergebnisse 
belegen, dass der additive Effekt der Therapie auf die Zelltodinduktion durch Galloflavin plus 
Metformin nur in einigen pankreatischen Krebszelllinien beobachtet werden kann. 

5.1.3 Galloflavin plus Metformin hemmt das Wachstum unter hypoxischen und 
normoxischen Bedingungen  
Bei der Untersuchung der Auswirkung von Hypoxie (Sauerstoffarmut) auf die Wirksamkeit von 
Galloflavin und Metformin, wurden 6606PDA Zellen mit diesen Wirkstoffen jeweils über 30 



16 
 

Stunden unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen behandelt. In beiden Fällen 
hemmten 20 µM Galloflavin das Wachstum nur leicht, wohingegen die 20 mM Metformin-
Monotherapie eine signifikante Wachstumshemmung verursachte [(55), Figure 4A – B, Studie 
I]. Die Kombinationstherapie Galloflavin plus Metformin hemmte das Wachstum signifikant, 
verglichen mit den Monotherapien [(55), Figure 4A – B, Studie I]. Dies lässt vermuten, dass 
die Kombinationsbehandlung Galloflavin plus Metformin sowohl auf sauerstoffunterversorgte, 
große, solide Tumoren als auch auf gut sauerstoffversorgte, kleinere Krebszellansammlungen, 
wie Metastasen, eine wachstumshemmende Wirkung hätte. 

5.2 Studie II  
5.2.1 CHC plus Metformin hemmt die Proliferation und fördert den Zelltod   
Im Gegensatz zu Galloflavin hemmt CHC den zellulären Ausstrom des Laktates und greift 
damit an anderer Stelle in den Laktatstoffwechsel ein. Um zu untersuchen, ob auch dieser 
Eingriff in den Zellstoffwechsel zu einer Proliferationshemmung und zur Förderung des 
Zelltodes von 6606PDA Zellen führt, wurden diese mit 10 mM CHC, 5 mM Metformin oder 
einer Kombination der beiden behandelt. Dabei zeigte sich, dass die Monotherapien verglichen 
mit Sham die Proliferation signifikant hemmten [(62), Figure 2A, Studie II]. Die 
Kombinationstherapie CHC plus Metformin hemmte die Proliferation ebenfalls signifikant, 
sowohl verglichen mit Sham als auch mit den Monotherapien [(62), Figure 2A, Studie II]. Die 
Dosis von 10 mM CHC induzierte verglichen mit Sham den Zelltod signifikant, während 5 mM 
Metformin den Anteil der toten Zellen nur leicht erhöhte [(62), Figure 2B, Studie II]. Die 
Kombination CHC plus Metformin wiederum induzierte verglichen mit den Monotherapien und 
Sham den Zelltod signifikant [(62), Figure 2B, Studie II]. 

5.2.2 CHC plus Metformin ist sicher für Mäuse und behindert das 
Pankreaskarzinom  
Bei der Bestimmung der geeigneten Dosierung in vivo im syngenen orthotopen 
Pankreaskarzinom-Modell wurden drei Behandlungsstrategien evaluiert. 15 mg/kg CHC plus 
125 mg/kg Metformin (low dose), 60 mg/kg CHC plus 125 mg/kg Metformin (moderate dose) 
sowie 240 mg/kg CHC plus Metformin (high dose) wurden zur Behandlung der operativ 
induzierten Tumore genutzt [(62), Figure 2C, Studie II]. Hierbei überlebten nur wenige Mäuse 
die mittlere beziehungsweise hohe Dosierung [(62), Figure 2D, Studie II], während alle mit der 
niedrigen Dosierung behandelten Mäuse überlebten [(62), Figure 2D, Studie II]. Bei der 
Therapie mit 15 mg/kg CHC, 125 mg/kg Metformin und der Kombination aus beiden zeigte 
sich keine signifikante Erhöhung der Aspartataminotransferase (AST)- und 
Alaninaminotransferase (ALT)-Aktivität, zwei Indikatoren für Hepatotoxizität, im Blutplasma 
[(62), Figure 2E und S1A, Studie II]. Ferner führte die Medikation zu keiner Erhöhung der 
Lipase-Aktivität, ein Indikator für Inflammation des Pankreas, im Blutplasma [(62), Figure S1B, 
Studie II]. So wurde die Dosierung von 15 mg/kg CHC genutzt, um den Behandlungsvorteil 
durch CHC plus Metformin in vivo zu untersuchen. Es zeigte sich eine geringe Verminderung 
des Tumorgewichtes durch die Behandlung mit CHC oder CHC plus Metformin im Vergleich 
zu Sham-Therapietieren [(62), Figure 2F, Studie II]. Jedoch waren diese Unterschiede 
statistisch nicht signifikant. Interessanterweise verursachten die Behandlungen mit CHC und 
CHC plus Metformin eine signifikante Zunahme der peritumorösen Stromareaktion, definiert 
durch die Kollagen I-Ablagerung [(62), Figure 3A – C, Studie II]. Zwischen den Tumoren der 
Metformin- und Sham-Behandlungsgruppen gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede. 
Daraus lässt sich ableiten, dass CHC aber nicht Metformin die CAF zur vermehrten Produktion 
vom Kollagen I anregt. Diese Beobachtung führte zu der Vermutung, dass die CAF die 
proliferationshemmende Wirkung von CHC und Metformin beeinträchtigen. 
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5.2.3 Hemmung der Autophagie in CAF verstärkt die Wirksamkeit der 
Chemotherapeutika  
Um die Rolle der CAF bei der Beeinträchtigung der antiproliferativen Wirkung der 
Chemotherapeutika zu untersuchen, folgten Zellkultur-Experimente. Dazu wurden LTC und 
6606PDA-Zellen co-kultiviert und mit CHC, Metformin oder einer Kombination aus beiden 
behandelt. Es zeigte sich dabei eine Abschwächung des proliferationshemmenden Effektes 
aller Therapien in Anwesenheit der LTC, jedoch ohne einen maßgeblichen Einfluss der LTC 
auf die Proliferation von unbehandelten Zellen [(62), Figure 3D – F, Studie II]. Diese 
Beobachtung suggeriert, dass die LTC die Resistenz gegenüber Chemotherapien in 
Pankreaskarzinomen induzieren. Um zu untersuchen ob Autophagie in CAF zu dieser 
Resistenzinduktion beiträgt wurden die LTC im nächsten Schritt mit 50 µM CQ, einem 
Autophagie-Hemmstoff, vorbehandelt. Nach der Blockierung der Autophagie waren die co-
kultivierten pankreatischen Tumorzellen empfindlicher gegenüber den Therapien [(62), Figure 
4, Studie II]. Um zu eruieren, ob die Hemmung der Autophagie auch die Wirksamkeit von 
Gemcitabin, einem Erst-Linien-Therapeutikum bei inoperablem Pankreaskarzinom (3), 
steigern kann wurden zunächst zwei unterschiedliche Tumorzelllinien (MIA PaCa-2 und 
6606PDA) mit LTC co-kultiviert und anschließend mit Gemcitabin behandelt. Es zeigte sich 
eine signifikant reduzierte Proliferationshemmung durch Gemcitabin in der Co-Kultur [(62), 
Figure 5A – B, Studie II]. Auch hier hatte die Co-Kultur mit LTC selbst keinen maßgeblichen 
Einfluss auf die Proliferation der unbehandelten Zellen [(62), Figure 5A – B, Studie II]. Daraus 
lässt sich schließen, dass die LTC eine Resistenz in pankreatischen Tumorzellen induzieren. 
Nach Blockierung der Autophagie in den LTC mit CQ zeigten die co-kultivierten Tumorzellen 
eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Gemcitabin [(62), Figure 5C, Studie II]. Diese 
Ergebnisse ließen sich durch den Einsatz von BAF, ein anderer Autophagie-Hemmstoff, 
bestätigen [(62), Figure 5D, Studie II]. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass zwei 
unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen [(62), Figure 5E, Studie II]. So stimulieren 
CAF die Proliferation von pankreatischen Tumorzellen nicht signifikant, schützen diese jedoch 
vor den Chemotherapeutika. Ein seperater Prozess ist die Hemmung der Autophagie. Die 
Blockierung der Autophagie in CAF hemmt die Proliferation der Tumorzellen.   
Schließlich wurde der Effekt der Inhibition der Autophagie, im Sinne eines Grundsatzbeweises, 
im Tierversuch auf dessen Verträglichkeit und Einfluss auf das Tumorwachstum untersucht. 
Nach Tumorzellinjektion und Behandlung einer Kohorte mit CQ, zeigte sich eine signifikante 
Reduktion des Tumorgewichtes in dieser Kohorte im Vergleich zur Sham-Therapie [(62), 
Figure 6A, Studie II]. CQ verursachte dabei, gemessen an der KG-Änderung, keine starke 
Belastung der Mäuse [(62), Figure 6B, Studie II]. 

5.2.4 Chemotherapeutika modulieren die Autophagie in LTC-Zellen  
Für die Beurteilung des Einflusses der Chemotherapien auf die Autophagie in LTC wurden 
diese mit Metformin, CHC, CHC plus Metformin oder Gemcitabin behandelt. Die 
Behandlungen mit CHC und CHC plus Metformin führte zu einer erhöhten Akkumulation von 
p62 [(62), Figure 7A, Studie II]. Daraus lässt sich schließen, dass diese Chemotherapien den 
Autophagieablauf blockieren. Ferner zeigte sich, dass Metformin die p62-Konzentration in LTC 
erniedrigt und damit den Autophagieablauf fördert. Schließlich wurde unter Gemcitabin-
Therapie eine verminderte Akkumulation von p62 in LTC [(62), Figure 7B, Studie II] detektiert, 
was wiederum die Induktion der Autophagie in LTC durch Gemcitabin suggeriert. Womit die 
verschiedenen Therapeutika also gegensätzliche Wirkungen auf die Autophagie in CAF 
haben. 
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5.3 Studie III    
5.3.1 Belastung durch Laparotomie und Tumorzellinjektion  
Neben der Wirkung der Chemotherapien wurden schließlich auch deren Nebenwirkungen 
untersucht. Beginnend mit der Quantifizierung der Belastung im Vergleich zum operativen 
Eingriff und mit dem Ziel der Einordnung der Belastung durch die Therapeutika für die 
Versuchstiere wurden dazu diverse Indikatoren untersucht.   
Zur Evaluation der Belastung nach Laparotomie und Tumorzellinjektion wurden alle 
Belastungsparameter vor, am Tag der Operation sowie an Tag 1 und Tag 2, den Tagen der 
Erholung, erhoben [(56), Fig. 1, Studie III]. Der Belastungsscore war 30 Minuten nach dem 
Eingriff leicht erhöht. Jedoch erholten sich die Mäuse innerhalb eines Tages [(56), Fig. 2A, 
Studie III]. Das Nistverhalten war nach der Operation signifikant reduziert, erholte sich aber 
ebenfalls rasch [(56), Fig. 2B, Studie III]. Im Anschluss an die Laparotomie zeigte sich eine 
nicht signifikante Reduktion des KG, welche bis Tag 2 anhielt [(56), Fig. 2C, Studie III]. Das 
Buddelverhalten war nach dem Eingriff signifikant vermindert und erholte sich innerhalb eines 
Tages [(56), Fig. 2D, Studie III]. Es zeigte sich außerdem ein signifikanter Anstieg der FCM-
Konzentration nach dem Eingriff bis Tag 2 [(56), Fig. 2E, Studie III]. 

5.3.2 Belastung während der chemotherapeutischen Intervention  
Um die Belastung durch zwei unterschiedliche Chemotherapien zu eruieren erhielten die 
Mäuse entweder Metformin plus Galloflavin oder Metformin plus CHC. Während der Therapie 
wurde die Belastung der Tiere evaluiert indem unter anderem das KG, das Buddelverhalten 
und die FCM-Konzentration analysiert wurden.   
Die Mäuse der Metformin + Galloflavin-Therapiegruppe zeigten während der frühen 
Therapiephase eine signifikante KG-Reduktion im Vergleich zu den Vorwerten, wohingegen 
die Sham-Tiere erst in der späten Phase der Intervention eine signifikante Verminderung des 
KG zeigten [(56), Fig. 4A, Studie III]. Auch nach Metformin + CHC zeigte sich erst in der späten 
Therapiephase eine signifikante KG-Reduktion [(56), Fig. 4A, Studie III]. Das Buddelverhalten 
war unter Metformin + Galloflavin in der frühen und mittleren Phase signifikant reduziert [(56), 
Fig. 4C, Studie III]. Im Gegensatz dazu wurde in der Met + CHC- sowie in der entsprechenden 
Sham-Gruppe während der gesamten Therapiephase keine signifikante Reduktion im 
Buddelverhalten beobachtet [(56), Fig. 4D, Studie III]. Die FCM-Konzentrationen waren 
während der gesamten Therapiephase mit Metformin + Galloflavin erhöht, während unter 
Sham-Therapie erst in der späten Phase signifikante Erhöhungen gemessen wurden [(56), 
Fig. 4E, Studie III]. In der mittleren Phase der Therapie waren die FCM-Konzentrationen unter 
Metformin + Galloflavin im Vergleich mit Sham signifikant höher [(56), Fig. 4E, Studie III]. Zur 
Verifizierung dieser Daten wurde zusätzlich die Plasmacorticosteron-Konzentration an zehn 
zusätzlichen Mäusen ermittelt. Im Ergebnis zeigten sich auch hier signifikant erhöhte 
Konzentrationen während der mittleren Phase [(56), Fig. S3, Studie III]. Im Gegensatz zu 
Metformin + Galloflavin zeigte sich unter Metformin + CHC keine erhöhte FCM-Konzentration 
[(56), Fig. 4F, Studie III]. Somit scheint Metformin + Galloflavin im Vergleich eine höhere 
Belastung der Mäuse zu verursachen.  

5.3.3 Klassifizierung der Belastung  
Zunächst wurde evaluiert in wie weit KG-Änderung, Buddelverhalten und FCM-Konzentration 
zwischen Belastung vor und nach dem operativen Eingriff zu differenzieren vermag. Dazu 
wurde nach einer ROC-Kurvenanalyse (receiver operating characteristics) die AUC (area 
under the curve) als Maß für die Fähigkeit der Methoden zwischen den skizzierten 
Belastungsstufen zu unterscheiden genutzt. Hierbei zeigte die prozentuale KG-Änderung eine 
geringe diskriminative Stärke in der Unterscheidung zwischen prä- und postoperativen Daten, 
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wohingegen das Buddelverhalten und die FCM-Konzentration signifikant bessere 
Anzeigeparameter darstellten [(56), Fig. 5A – C, Studie III]. Die Kombination aus 
Buddelverhalten und FCM-Konzentration sowie die Kombination aller drei Parameter mittels 
multipler logistischer Regression ergab eine sehr hohe AUC [(56), Fig. 5D – E, Studie III]. Dies 
weist darauf hin, dass eine multifaktorielle Belastungsanalyse zwischen Belastungsstufen 
besser unterscheiden kann als die Verwendung einzelner Methoden.  
Um für die Zuordnung zu definierten Belastungsniveaus die effizientesten Anzeigeparameter 
zu kombinieren wurde zunächst ein Übungsmodell generiert. Die Werte aus den Buddel- und 
FCM-Analysen für jedes Tier wurden zum Zeitpunkt vor (pre) und nach der Operation (op) in 
ein 2D-Streuungsdiagramm eingezeichnet [(56), Fig. 6A, Studie III]. Durch multivariate 
logistische Regression wurden diese beiden Cluster mittels Definierung eines Diskriminators 
getrennt. Das Cluster, in dem 96% der präinterventionellen Datenpunkte lagen, wurde als 
Belastungsniveau 1 klassifiziert. Das andere Cluster, bestehend aus 87% der Datenpunkte 
der postoperativen Tiere, wurde als Belastungsniveau 2 definiert [(56), Fig. 6B, Studie III]. Mit 
dem so etablierten Diskriminator erreichte das Übungsmodell eine Genauigkeit von 0,9231, 
eine Sensitivität von 0,9583 und eine Spezifität von 0,8926 [(56), Fig. 6B, Studie III]. 
Anschließend wurden die Einzeltestdatenpunkte für Metformin + Galloflavin und Metformin + 
CHC, jeweils aus der frühen, mittleren und späten Phase in dem Übungsmodell erfasst und 
mithilfe des Diskriminators den zwei Belastungsniveaus zugeordnet [(56), Fig. 6C – D, Studie 
III]. Aus der Metformin + Galloflavin – Gruppe wurden damit zwei Datenpunkte dem 
Belastungsniveau 1 und 19 Datenpunkte dem Belastungsniveau 2 zugeordnet [(56), Table 1, 
Studie III]. Aus der Metformin + CHC – Gruppe wurden so 12 Datenpunkte dem 
Belastungsniveau 1 und neun Datenpunkte dem Niveau 2 zugeordnet. Der exakte Fisher-Test 
bestätigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Belastungsniveaus unter den zwei 
Behandlungen (P = 0,003) [(56), Table 1, Studie III]. Schließlich wurde noch die Effektivität der 
Belastungseinschätzung mithilfe von einzelnen Parameter untersucht. Dazu wurde der beste 
Cutoff zwischen den präoperativen (pre) und postoperativen (op) Daten mit dem Youden’s J – 
Index berechnet. Die Daten der frühen, mittleren und späten Therapiephasen wurden 
anschließend gebündelt und den Belastungsniveaus anhand des zuvor berechneten Cutoffs 
zugeordnet. Bei der anschließenden Zuordnung der Daten anhand der KG-Änderung wurden 
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von Metformin + Galloflavin und Metformin + 
CHC festgestellt [(56), Table 2, Studie III]. Dies bestätigt die niedrige Leistung der KG-
Änderung für die Unterscheidung zwischen prä- und postoperativen Tieren [(56), Fig. 5A, 
Studie III]. In der Separierung der Belastungsniveaus mithilfe des Buddelverhaltens wurden 
die meisten Tiere der Metformin + Galloflavin – Gruppe dem Niveau 2 zugeordnet, während 
die Metformin + CHC – Gruppe vor allem dem Niveau 1 zugeordnet wurden [(56), Table 2, 
Studie III]. Im exakten Fisher-Test bestätigte sich der signifikante Unterschied (P = 0,028) in 
der Zuordnung der beiden Therapien. Bei der Beurteilung mittels FCM-Konzentration ergab 
sich für die Metformin + Galloflavin – Gruppe für fast alle Tiere die Zuordnung zum 
Belastungsniveau 2, während sich der größte Teil der Metformin + CHC – Gruppe im 
Belastungsniveau 1 befand [(56), Table 2, Studie III]. Der exakte Fisher-Test bestätigte auch 
hier einen signifikanten Unterschied zwischen den zwei Therapien (P < 0,001). Sowohl die 
multifaktorielle Belastungsanalyse als auch die Belastungsanalyse mit den Einzelparametern 
Buddelverhalten und FCM zeigen, dass die Metformin + Galloflavin – Therapie eine höhere 
Belastung der Mäuse verursacht als Metformin + CHC. 
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6 Diskussion 
6.1 Studie I   
Die Studie I zeigte, dass durch die Kombination aus Galloflavin und Metformin ein additiver 
Effekt auf die Zelltodinduktion und Proliferationsinhibition der Pankreaskarzinomzellen sowohl 
unter hypoxischen als auch unter normoxischen Bedingungen erzielt wird. Dies suggeriert eine 
effektive Wirkung sowohl in gut versorgten kleineren Tumormassen, wie Metastasen, als auch 
in größeren Tumoren, welche aufgrund des zum Tumorwachstum disproportionalen 
Gefäßwachstums zunächst relativ und im Verlauf meist auch absolut unterversorgt mit 
Nährstoffen und Sauerstoff sind.    
Die Nutzung von Metformin, einem Erstlinienmedikament bei Diabetes mellitus Typ 2, stellte 
dabei die Grundlage der Therapie dar. Studien wie die von Evans et al. sahen anhand von 
Registerdaten bei antidiabetisch dosiertem Metformin ein im Sinne einer prophylaktischen 
Wirkung reduziertes Krebsrisiko von an Diabetes Typ 2 Erkrankten (47). Dabei wurde jedoch 
allgemein nach Krebsdiagnosen gesucht ohne einzelne Entitäten zu betrachten, weshalb die 
Aussagekraft auch von den Autor*innen selbst als eher unsicher beschrieben wurde und diese 
prospektiven Studien forderten. Als Mechanismus für die protektive Wirkung vermuteten 
Evans et al. dabei die Wirkung von Metformin auf die Adenosinmonophosphat (AMP)-aktivierte 
Proteinkinase und deren Interaktion mit LKB1 (Liver kinase B1), einem vorgeschalteten 
Tumorsuppressorprotein (42, 49, 71, 72). Kordes et al. hingegen stellten fest, dass eine 
antidiabetische Metformintherapie bei bereits Pankreaskarzinomerkrankten keinen 
Überlebensvorteil darstellte (46). Wei et al. legten sich 2019 im Rahmen einer Metaanalyse 
schließlich fest, dass die beschriebenen antikanzerösen Effekte in klinischen Studien nicht auf 
Metformin zurückgehen konnten, sondern Folge eines immortal time bias wären (73). In den 
vergangenen Jahren konnte in präklinischen Studien schon mehrfach eine direkte Wirkung 
von hochdosiertem Metformin auf Tumoren gezeigt werden (49, 74–76). Diese Arbeit 
bestätigte die Wirkung unter Verwendung der 6606PDA-Zelllinie. Die Daten weisen jedoch 
darauf hin, dass für eine Hemmung der Karzinomzellproliferation eine hohe 
Metforminkonzentration (20mM) verwendet werden muss. Dies weist auf einen deutlich 
höheren Schwellenwert für die antikanzeröse im Vergleich zur antidiabetischen Wirkung hin. 
Ferner zeigt die bisherige Inkonstanz der Ergebnisse allerdings auch, dass weitere klinische 
und präklinische Studien notwendig sind, um eine klar wirkungsvolle Therapieoption bei 
Pankreaskarzinomen mit Metformin zu definieren. Metformin als Basis für die in dieser Arbeit 
untersuchte Kombinationstherapie ist vor allem aufgrund seiner gut bekannten Verträglichkeit 
und Wirkung ausgewählt worden. Jedoch gibt es auch andere, teils gut bekannte Wirkstoffe 
aus der Klasse der Biguanide, die in Frage kämen. So ist Phenformin, wie auch Metformin, 
seit den 1950er Jahren als antidiabetischer Wirkstoff bekannt und hat eine deutlich größere 
Wirkpotenz (77, 78). Jedoch ist es auch mit einem höheren Risiko für Laktatazidosen 
verbunden und deshalb in den 1970er Jahren vom Markt genommen worden (77, 79). Dies 
führte dazu, dass Phenformin im Vergleich deutlich später in der Tumortherapieforschung 
betrachtet wurde. Anhand der Zugehörigkeit zur selben Wirkstoffklasse kann dabei von einer 
gleichartigen antikanzerösen Wirkung ausgegangen werden, was bisher auch in mehreren 
Studien nachgewiesen wurde (78, 80–84). Es zeigte sich dabei eine Überlegenheit von 
Phenformin gegenüber Metformin in Bezug auf die Wirksamkeit (78, 79, 82, 85). Diese beruht 
unter anderem auf einer im Vergleich höheren intrazellulären Konzentration von Phenformin 
durch einen nicht-Transporter-abhängigen Eintritt in die Zellen (79, 84, 85). Dadurch ist auch 
eine Wirkung in Zellen mit deutlich reduzierter Expression der entsprechenden organischen-
Kation-Transporter Transporter möglich. Größter Nachteil von Phenformin gegenüber 
Metformin bleibt jedoch das deutliche und lang bekannte Risiko für Laktatazidosen (78, 79, 85, 
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86). Dieses Risiko liegt allerdings in der Literatur mit 40 bis 64 Fällen pro 100.000 
Patientenjahren in einem - absolut betrachtet - kleinen Bereich, verglichen mit anderen 
potentiell schwerwiegenden Nebenwirkungen der Standard-Wirkstoffe aus der Tumortherapie 
(87, 88). Ein weiteres Biguanid, das als Alternative in Frage kommt, ist das Buformin. Dieses 
steht biochemisch gesehen zwischen Phenformin und Metformin, bezogen sowohl auf die 
Lipophilie als auch auf die Wirksamkeit in vitro auf unterschiedliche Tumorzelllinien (85, 89–
92). Jedoch ließ sich in der Literatur kein echter Vorteil gegenüber Phenformin finden, zumal 
auch für Buformin das erhöhte Risiko für Laktatazidosen, bei geringerer Wirksamkeit als 
Phenformin, besteht (90, 93). Ein anderer Wirkstoff mit Hemmwirkung auf den Komplex I der 
Atmungskette ist IACS-010759 (94, 95). Ein kleines Molekül mit spezifischer Wirkung auf die 
Nicotinamidadenindinukleotid (NADH)-Ubichinon-Oxidoreduktase, welches nicht zu den 
Biguaniden gehört. Für diesen konnte bereits eine gute Wirksamkeit gegen mehrere 
Tumorentitäten in vitro und/oder in vivo gezeigt werden (94–99). Aktuell befindet sich IACS-
010759 in zwei klinischen Phase 1 – Studien, welche zwar abgeschlossen sind, ihre 
Ergebnisse bislang jedoch nicht veröffentlicht haben (100, 101). In einer der beiden Studien 
sind hierbei auch Patient*innen mit duktalem Pankreaskarzinom eingeschlossen worden. 
(100) Ein Vorteil von IACS-010759 gegenüber den anderen Komplex I - Hemmstoffen scheint 
dabei die gute Wirksamkeit zu sein. Unerwünschte Wirkungen wurden bisher von Molina et al. 
im akute myeloische Leukämie (AML)-Mausmodell beschrieben (95). So wurde eine 
beobachtbare Lethargie, KG-Reduktion und Hypothermie im Hochdosisbereich (25mg/kgKG) 
beobachtet, wobei sich die gewünschte Wirkung auf die AML bereits bei 5 und 10 mg/kgKG 
beobachtet wurde (95). Daneben zeigte sich auch eine sehr gute orale Bioverfügbarkeit des 
Chlorwasserstoffsalzes von IACS-010759, wodurch keine invasive Medikation notwendig war. 
(95) Unter der Voraussetzung einer guten Verträglichkeit im Rahmen der noch ausstehenden 
Phase 1 – Studienergebnisse (100, 101) ist somit eine Nutzung von IACS-010759 
vielversprechend genug um eine präklinische Ausweitung auf Pankreaskarzinommodelle und 
Kombinationstherapien mit LDH-Inhibitoren zu rechtfertigen (97).  
Hemmstoffe der ATP-Synthese können insbesondere in Kombination mit einem LDH-
Hemmstoff antitumoröse Wirkung entfalten, da durch eine derartige Kombinationstherapie 
sowohl die Funktion der Atmungskette gehemmt und die anaerobe Glykolyse reduziert wird. 
In dieser Studie wurde Galloflavin, ein LDH-Inhibitor ausgewählt (50, 52, 102). In der Zellkultur 
konnte die Wirkung anhand der dosisabhängigen Laktatkonzentrationsreduktion bestätigt 
werden [(55), Figure 1, Studie I]. Jedoch stellt Galloflavin chemisch eine Herausforderung dar, 
weil es sehr lipophil ist und somit in klinisch üblichen Lösungsmittel wie isotoner Kochsalz- 
oder Glukoselösung nicht verabreicht werden kann (52). Andere LDH-Inhibitoren wie Oxamat, 
FX-11 oder Verbindungen aus der Gruppe der N-Hydroxyindole (NHI) würden deshalb 
denkbare Alternativen darstellen (103–105). Dabei stellt Oxamat den wohl ältesten Wirkstoff 
dieser Gruppe dar, weshalb die biologischen und chemischen Eigenschaften gut untersucht 
sind. So hat Oxamat eine höhere Bindungsaffinität an die LDH als Galloflavin, ist jedoch kaum 
in der Lage intakte Zellmembranen zu überwinden, was das Erreichen ausreichend hoher 
intrazellulärer Wirkspiegel verhindert (103). Ferner ist Oxamat ein unselektiver Wirkstoff und 
wirkt auch auf andere Enzyme wie die AST sogar mit höherer Affinität als gegenüber der LDH 
(103). Ähnliches gilt für FX-11, ein Derivat der 2,3-Dihydroxy-1-Naphthoesäure, welches 
ursprünglich als Antiprotozoikum entwickelt wurde und ebenfalls unselektiv, jedoch mit 
deutlicher Präferenz für das menschliche LDH-5-Isoenzym, wirkt. In Tierversuchen konnte für 
FX-11 bereits eine Tumorwachstum-hemmende Wirkung in einem Lymphom- und einem 
Pankreaskarzinom-model nachgewiesen werden, wobei in der Arbeit von Le et al. die 
angestrebten Dosen aufgrund der schlechten Löslichkeit von FX-11 nicht erreicht wurden 
(105). Eine weitere Alternative stellen die durch Granchi et al. beschriebenen NHI - basierten 
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LDH-Inhibitoren dar (103, 106, 107). Diese zeichnen sich durch ihre Selektivität für die humane 
LDH-A und die potente kompetitive Inhibition sowohl an der Substratbindungsstelle als auch 
an der Bindungsstelle des Co-Faktors (NADH) aus (106, 107). Darüber hinaus konnte bereits 
eine antiproliferative Wirkung auf zwei Pankreaskarzinomzelllinien gezeigt werden (107). Eine 
ebenfalls vielversprechende Alternative stellen die von Amr et al. 2020 beschriebenen 
modifizierten Tetrapeptide dar (108).  In ihrer Arbeit konnten sie eine unter anderem gegenüber 
Galloflavin überlegene Wirkung auf die humane LDH-A sowohl in vitro wie auch in vivo auf 
Brustkrebszellen zeigen (108). Jedoch sind die hier in vitro ermittelten IC50-Konzentrationen 
deutlich höher als die der NHI (107, 108). Ein aktuell noch bleibender Vorteil von Galloflavin 
ist die kommerzielle Verfügbarkeit im Vergleich zu den neu beschriebenen Substanzen.  
Angesichts der bisherigen Ergebnisse stellen die NHI eine vielversprechende, zukünftig weiter 
zu verfolgende Tumortherapie dar und sollten im Rahmen von in vivo 
Pankreaskarzinommodellen weiter evaluiert werden. Die Recherche nach weiteren potenten 
LDH-Inhibitoren ergab, dass Ward et al. Substratbindungsstellen analysierten und 
anschließend stereochemisch begründet passende Molekülfragmente kombinierten, um noch 
unbenannte LDH-Inhibitoren mit deutlich niedrigeren IC50-Konzentrationen im Vergleich zu 
NHI zu synthetisieren (109). So waren die IC-50-Konzentrationen der NHI 1h, 1i und 1j 
(Granchi et al. (106)) im niedrigen zweistelligen mikromolaren Bereich in Bezug auf eine 
suffiziente Proliferationshemmung in der LPC006-Pankreaskarzinomzellkultur, wohingegen 
Ward et al. von IC-50-Konzentrationen der Substanzen 31 und 34 im nanomolaren Bereich 
gegenüber aufgereinigten LDH-A-Enzymlösungen berichteten (106, 109). Ward et al. zogen 
in ihrer Arbeit das Fazit, dass es bei den beschriebenen Wirkstoffen noch weiterer 
Anpassungen bedürfe bevor diese in vivo untersucht werden könnten (109). Einer der von 
Granchi et al. beschriebenen Wirkstoffe lässt sich inzwischen als „NHI 2“ online finden und 
bestellen (110). Dieser entspricht einer C1-methylierten Form des von Granchi et al. 
beschriebenen Wirkstoffes 1j (106, 110).  
Bei der Betrachtung dieser Inhibitoren ergibt sich die Frage ob eine hochselektive Wirkung auf 
LDH-A notwendig ist, weil eine Hemmung von sowohl LDH-A als auch LDH-B zu 
unerwünschten Arzneimittelwirkungen (UAW) führen könnte. Bereits 1995 wurde von Kanno 
et al. gezeigt, dass selbst eine vollständige (hereditäre) LDH-B-Defizienz beim Menschen zu 
keiner Erkrankung führt und eher als laborchemischer Zufallsbefund gilt (111). Somit haben 
Inhibitoren, die beide LDH-Isoformen hemmen, im Vergleich zu spezifischen LDH-A Inhibitoren 
nicht automatisch ein höheres Risiko dem restlichen Organismus zu schaden. Eine reduzierte 
Enzymfunktion von LDH-A führt hingegen unter anaerobem Stress zu einer hepatischen 
Schädigung mit konsekutivem Anstieg von AST und ALT im Blut, was gelegentlich als 
chronische Hepatitis missdeutet wird (111). Es ließen sich allerdings auch keine Fallberichte 
zu irreversiblen hepatischen Schäden bei LDH-A-Defizienz-Erkrankten finden. Diese 
Publikationen unterstreichen die Annahme, dass die LDH-Inhibition eine nebenwirkungsarme 
Tumortherapie darstellen könnte.   
Zusammenfassend sollte der Therapieansatz aus Hemmung der oxydativen Phosphorylierung 
und LDH-Inhibition weiter verfolgt werden. Die Kombination aus IACS-010759 und NHI 2 ist 
dafür vielversprechend und sollte in kommenden präklinischen Studien angewendet werden. 

6.2 Studie II  
Die Studie II kommt zu zwei Ergebnissen. Die CAF verstärkten die Chemoresistenz der 
Pankreaskarzinomzelllinien MIA PaCa-2 und 6606PDA. Weiterhin konnte diese Studie zeigen, 
dass eine zusätzliche medikamentöse Autophagiehemmung in den CAF die Sensitivität der 
co-kultivierten Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika erhöhen kann (62).  
Peritumoröse Bindegewebs- und Pankreaskarzinomzellen stehen in gegenseitigen 
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Wechselwirkungen (112–114). Die Analyse der Tumore in dem verwendeten orthotopen 
Pankreaskarzinommodell wiesen eine ausgeprägte peritumoröse Stromareaktion nach [(62) 
Figure 3A, Studie II]. Man vermutete zunächst, dass die dadurch entstehende mechanische 
Barriere den Zugang der Therapeutika zu den Tumoren verhindere (112, 115, 116). 
Inzwischen ist dieser Ansatz jedoch weitgehend verworfen, da in zahlreichen präklinischen 
Studien gezeigt werden konnte, dass die intergeweblichen Wechselwirkungen zwischen 
Tumorzellen und CAF zur Chemoresistenz führen (23, 112–115, 117). So exkretieren viele 
Tumore entsprechende Wachstumsfaktoren wie etwa FGF (fibroblast growth factor) (113, 115, 
118). Dadurch kommt es zu einer Vermehrung der CAF und einer einhergehenden 
fortschreitenden Veränderung der direkten Tumorumgebung. In Studie II konnte gezeigt 
werden, dass auch CAF Pankreaskarzinomzellen beeinflussen. So führt die Hemmung der 
Autophagie in CAF zusätzlich zur Behandlung der Karzinomzellen mit antikanzerogenen 
Therapien zu einer verstärkten Reduktion der Karzinomzellproliferation [(62), Figure 4A-C, 
Studie II]. Interessant ist dabei, dass auch die verwendeten Wirkstoffe der 
Kombinationstherapien selbst unterschiedliche Wirkungen auf die Autophagie zeigten und 
diese im Fall von Gemcitabin und Metformin sogar förderten [(62) Figure 7, Studie II]. Dieses 
Ergebnis ist konsistent mit weiteren publizierten Studien (119–121). Zudem zeigte Hashimoto 
et al., dass die Inhibition der Autophagie selbst bereits eine antiproliferative Wirkung auf die 
pankreatischen Tumorzellen hat (120). Verantwortlich dafür ist die erhöhte Autophagierate in 
den Pankreaskarzinomzellen, welche für die Tumorgenese und –stase wichtig ist (122). Somit 
könnte die Hemmung der Autophagie sowohl in den CAF als auch direkt in den Karzinomzellen 
das Wachstum von Pankreaskarzinomen hemmen. Diese Hypothese wird durch Studie II 
unterstützt, in der eine signifikante Hemmung der Tumorgröße durch den Autophagieinhibitor 
CQ beschrieben wurde [(62), Figure 6A, Studie II].  
In den vergangenen Jahren hat das Konzept der zusätzlichen Autophagieinhibition auch in die 
ersten klinischen Studien Einzug gehalten. Aktuell ließen sich dazu drei Phase I – Studien 
finden (123–125). Bislang ist eine dieser drei beendet, während sich die übrigen noch in der 
Rekrutierungsphase befinden. Allerdings ließen sich noch keine publizierten Ergebnisse 
finden, weshalb noch abzuwarten ist, ob eine Hemmung der Autophagie verträglich ist bevor 
man Phase II/III – Studien durchführt.  
Die Erkenntnisse aus der Studie II und den aufgeführten Publikationen unterstreichen, dass 
ein zusätzlicher pharmakologischer Eingriff in die Tumormikroumgebung in Form von 
Autophagieinhibition das Potential hat, der Chemoresistenz des duktalen Pankreaskarzinoms 
zu begegnen, wenngleich dies auch nur für Untergruppen des Pankreaskarzinoms der Fall 
sein könnte. 

6.3 Studie III  
Die Studie III untersuchte die Belastung der Mäuse durch die in Studie I und Studie II 
verwendeten Kombinationstherapien und fand signifikante Unterschiede zwischen den 
Galloflavin + Metformin- und CHC + Metformin-Therapiearmen (56). Sie zeigte, dass 
Galloflavin + Metformin die stärker belastende Therapie darstellt und dass dies durch eine 
Kombination aus nicht-invasiven Analysen zuverlässig eingeschätzt werden konnte (56).  
  Es ist bekannt, dass verschiedene Chemotherapien auch unterschiedliche 
Nebenwirkungsprofile haben. So bilden die UAW bei adjuvanten Chemotherapien häufig die 
Grundlage der Entscheidung für oder gegen einen Wirkstoff (126, 127). Bei neuen Wirkstoffen 
müssen diese Nebenwirkungen jedoch zunächst untersucht und erkannt werden. Der Studie 
III gelang dies unter Nutzung mehrerer nicht-invasiver Methoden zur Evaluation der Belastung 
(56). Andere Arbeiten zeigten ebenfalls Vorteile einer ähnlichen Methodenkombination 
gegenüber invasiven und eindimensionalen Methoden (36, 56, 65, 66). Aktuell werden jedoch 
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vor allem laborchemische und histopathologische Untersuchungen genutzt um präklinisch die 
Toxizität von Wirkstoffen nachzuweisen (128–132). Arbeiten wie die von Silva et al. legen dar, 
dass durch die Nutzung von klinischen Zeichen (Verhalten, KG, Zustand des Fells etc.) bereits 
während des Experimentes Ergebnisse erhalten werden können, welche wahrscheinlich 
ebenso sensitiv sind, wie die Ergebnisse aus den Gewebeuntersuchungen der post mortem 
entnommenen Organe (133). So kann anhand der klinischen Zeichen eine Schädigung bereits 
nachgewiesen werden, wenn noch keine signifikante Erhöhung von Biomarkern vorliegt oder 
die nachweisenden Untersuchungen noch unmöglich sind, weil entsprechende Proben nicht 
von lebenden Tieren gewonnen werden können. Auf diese Weise können also Endpunkte 
früher erreicht und sowohl die Belastung als auch die Anzahl der Versuchstiere reduziert 
werden. In der Studie III wurden dazu die etablierten Methoden Buddeln, Gesundheitsscoring, 
KG-Analyse und FCM genutzt (32–34, 36, 56, 65, 66). Dabei wurden die prä- und 
postoperativen Daten als mehrdimensionale Datencluster in R mittels logistischer Regression 
mit dem Ziel der Diskrimination zweier Belastungsniveaus verarbeitet (56). Diese so 
erhaltenen zwei Belastungskategorien wurden dann auf die Daten der 
Kombinationstherapiearme angewandt. Es zeigte sich, dass die Nebenwirkungen der 
Therapien signifikant unterschiedlich ausfielen und den zuvor definierten Niveaus zugeordnet 
werden konnten (56). Ein solches Ergebnis in Form einer Befund- oder Belastungsgraduierung 
ist auch bei unterschiedlichen klinischen Scores zur Einschätzung von Patient*innen zu finden. 
So wird beispielsweise bei der Alkoholentzugssyndrom-Skala (AES-Skala) eine Auswahl von 
sub- und objektiven Befunden erhoben und definierten Zahlenwerten zugeordnet. Deren 
Summe begründet die Zuordnung in die entsprechende Kategorie mit der Konsequenz, dass 
entweder keine, eine oder eine hochdosierte Medikation verabreicht wird um die Ausprägung 
des AES abzumildern und etwa symptomatische Krampfanfälle zu verhindern (134). Aber auch 
auf andere Modalitäten wird dieses Prinzip täglich angewandt. Eine klinisch alltägliche 
Belastungsqualität ist Schmerz. In den in vivo Versuchen zu dieser Arbeit wurde die dauerhafte 
Analgesie durch Metamizol im Trinkwasser der Mäuse und die perioperative Schmerztherapie 
durch subkutan appliziertes Carprofen sichergestellt (56, 62). Metformin ist als 
Schmerztherapie im Mausmodell gastrointestinaler Erkrankungen etabliert und auch in der 
Literatur in Bezug auf Wirksamkeit und Galenik als vorteilhaft beschrieben (37, 56, 62, 66, 
135). Klinisch ist die Behandlung von Schmerz zum Beispiel bei Demenzerkrankten mit 
eingeschränkten kommunikativen Fähigkeiten durchaus herausfordernd und kann zu spät 
beginnen oder nicht hinreichend intensiv ausfallen. Deshalb gibt es etablierte Scores um auch 
diesen Patient*innen gerecht zu werden. Für die Belastungsqualität Schmerz bei 
Demenzerkrankten sind etwa der BESD (Beurteilung von Schmerzen bei Demenz), BISAD 
(Beobachtungsinstrument für das Schmerzassessment bei alten Menschen mit Demenz) und 
ZOPA (Zurich Observation Pain Assessment) Score verbreitet (136–139). Aber auch andere 
Qualitäten können anhand gezielt gewählter Methoden beurteilt werden. Beispiele hierfür sind 
die FSS (Fatigue Severity Scale) für Fatigue, die ESS (Epworth Sleepiness Scale) für 
Schläfrigkeit, PHQ-9 (Patient Health Questionnaire) für Depressivität, HAMA (Hamilton-Angst-
Skala) und PAS (Panik und Agoraphobie-Skala) für Angst- und Panikstörungen, sowie NRS 
(Nutritional Risk Screening) oder GUSS (Gugging Swallowing Screen) Score für 
Mangelernährungs- und Aspirationsrisiko (140–144). Diese Scorings sind dabei nur 
zielführend, wenn sie sinnvoll ausgewählt und korrekt angewendet werden, haben allerdings 
kaum einschränkenden Grundbedingungen. Sie sind somit auch bei abweichenden 
Rahmenbedingungen einsetzbar. Für die richtige Interpretation ist dann eine fachkundige und 
möglichst interdisziplinäre Beurteilung anzustreben. Darüber hinaus ist die Kombination 
unterschiedlicher Verfahren für ein differenziertes Bild unerlässlich. Da beispielsweise das 
Ergebnis der FSS durch eine ausgeprägte depressive Antriebsstörung krankhaft ausfallen 
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kann, auch wenn die Fatigue-Kriterien selbst nicht erfüllt werden. Die Studie III hat ein 
differenziertes Bild durch eine Kombination aus ADL-Verhaltensanalyse (hier: 
Buddelverhalten), der KG-Änderung und einem biochemischen Marker (hier: FCM) erreicht 
(56). Diese Methoden sind im Kern auch auf das Assessment der menschlichen Patient*innen 
übertragbar. Auch im klinischen bzw. ambulanten Patientenumgang sind ein Rückzug aus 
sonst alltäglichen Gewohnheiten, Appetit- bzw. KG-Änderungen und auffällige laborchemische 
Biomarker mögliche Hin- oder Nachweise für Belastung und Krankheit. Diese Befunde lassen 
sich durch eine standardisierte Belastungsanalyse wie in der Studie III auch präklinisch 
erheben und erlauben Abschätzungen zu UAW.  
Zusammenfassend sollte eine standardisierte und mehrdimensionale Belastungsanalyse nach 
dem Vorbild der Studie III, sowohl im Hinblick auf die Wirkungs- und Nebenwirkungs-
übertragbarkeit der präklinischen Ergebnisse auf klinische Studien als auch im Hinblick auf 
das Tierwohl, flächendeckend etabliert werden. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
5-FU  - 5-Fluoruracil  
ADL  - Activity of daily living (Aktivitäten des täglichen Lebens)  
ALT  - Alaninaminotransferase  
AML  - Akute myeloische Leukämie  
AMP  - Adenosinmonophosphat   
AST  - Aspartataminotransferase  
BrdU  - 5-Brom-2-desoxyuridin  
BAF  - Bafilomycin A1  
CAF  - Cancer-associated Fibroblasts (Krebs-assoziierte Fibroblasten)  
CHC  - α-Cyano-4-hydroxy-Zimtsäure  
CQ  - Chloroquin  
DMEM  - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  
DMSO  - Dimethylsulfoxid  
FCM  - Fecal corticosterone metabolites, Corticosteron-Metabolite im Kot 
FCS  - Fetales Kälberserum   
GLUT  - passiver Transmembran-Monosaccharid-Transporter   
hLDH-5 - humane LDH-5; LDH-Isoform ausschließlich aus LDH-A-Untereinheiten 
IC50  - Halbmaximale (50%) inhibitorische Konzentration  
IMEM  - Iscove’s Modified Delbecco’s Medium  
in vitro  - lat. – “im Glas”; die (experimentelle) Arbeit in Zellkultur  
in vivo  - lat. – “im Lebendigen”; die (experimentelle) Arbeit am lebenden Objekt  
KG  - Körpergewicht  
Komplex I - NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase, Teil der (mitoch.) Atmungskette 
LDH  - Laktatdehydrogenase  
LKB1  - Liver kinase B1 (auch STK11 [Serin/Threonin-Kinase 11])  
LPR  - Liquid Permanent Red  
LTC  - Large T immortalized cells  
MCT  - Monocarboxylat-Transporter   
MMC  - Mitomycin C  
NADH  - Nicotinamidadenindinukleotid; Synonym: Coenzym 1   
NHI  -  N-Hydroxyindole   
PBS  - Phosphatgepufferte Salzlösung  
RARE  - Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement  
ROC  - Receiver operating characteristic  
Sham  - Kontrolle: Behandlung mit Lösungsmittel  
UAW  - unerwünschte Arzneimittelwirkung   
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Thesen 
 

1. Pankreaskarzinome sprechen kaum auf Chemotherapien an, weshalb es notwendig ist 
weitere adjuvante, neoadjuvante und palliative Chemotherapien zu entwickeln. 

2. Der Warburg-Effekt beschreibt einen veränderten Stoffwechsel von Tumorzellen, wird 
charakterisiert durch Energiegewinn bei gleichzeitiger vermehrter Laktatproduktion und 
stellt für Laktatstoffwechselhemmstoffe einen Therapieansatzpunkt auch für das 
Pankreaskarzinom dar. 

3. Sowohl Galloflavin, ein Laktatdehydrogenaseinhibitor, als auch CHC, ein 
Laktattransportinhibitor, hemmen das Wachstum von pankreatischen Karzinomzellen. 

4. Hochdosiertes Metformin hemmt den Komplex I der Atmungskette wodurch zur 
Energiegewinnung in Tumorzellen vermehrt Laktat gebildet wird. 

5. Die Kombinationstherapie Metformin + Galloflavin oder Metformin + CHC hemmen die 
Karzinomzellproliferation in vitro stärker als die Monotherapien. 

6. In einem syngenen orthotopen Mausmodel lässt sich die Wirkung der Chemotherapien 
auf den Tumor und zugleich die Belastung der Mäuse quantifizieren, wobei die 
Kombinationstherapie Metformin + Galloflavin eine signifikant stärkere Belastung der 
Mäuse verursacht als eine Metformin + CHC Therapie. 

7. In vivo bewirkten beide Kombinationstherapien keine signifikante Reduktion des 
Tumorgewichtes, wobei in diesem Tiermodell eine starke desmoplastische Reaktion, 
geprägt von Krebs-assoziierten Fibroblasten, beobachtet wurde. 

8. In der Co-Kultur mit Krebs-assoziierten Fibroblasten nimmt die hemmende Wirkung 
von CHC, Metformin und CHC + Metformin auf die Proliferation von Karzinomzellen 
ab, wobei eine Hemmung der Autophagie in diesen Krebs-assoziierten Fibroblasten 
die inhibierende Wirkung der Kombinationstherapien auf die Karzinomzellproliferation 
verstärkte. 

9. Während die getesteten Kombinationstherapien in vivo als nicht vielversprechend 
erscheinen, könnten neue Kombinationen aus Hemmstoff des Komplex I der 
Atmungskette und Laktatdehydrogenaseinhibitoren, wie zum Beispiel IACS-010759 + 
NHI 2 in Kombination mit der Hemmung von Autophagie erfolgversprechender sein. 

10. Zudem sollte man in zukünftigen Studien standardisierte Belastungsanalysen der 
Versuchstiere erheben, um neben der Wirksamkeit der Therapien auch nicht 
gewünschte Nebenwirkungen der Therapeutika zu erkennen. 
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Abstract. Background/Aim: In this study, we evaluated the
effect of galloflavin, an inhibitor of lactate dehydrogenase,
in combination with metformin, an anti-diabetic drug and
inhibitor of oxidative phosphorylation, on pancreatic ductal
adenocarcinoma cells. Materials and Methods: We explored
the effect of galloflavin and metformin on proliferation and
cell death of murine 6606PDA and human MIA PaCa-2
cells. Results: We observed that monotherapies of galloflavin
and metformin both inhibit proliferation and induce cancer
cell death. Moreover, the combination of both agents
increased these effects on pancreatic ductal adenocarcinoma
cells. The inhibition of proliferation by this combination
therapy can be detected under hypoxic and normoxic
conditions, leading to the assumption that this therapy might
impair insufficiently supplied solid tumors as well as small
clusters of cancer cells, e.g. after metastatic dissemination.
Conclusion: Galloflavin, especially in combination with
metformin, has a strong anti-cancerous effect on pancreatic
ductal adenocarcinoma cells.

Pancreatic cancer patients have a very poor five-year relative
survival of 9% for all stages (1). Hence, pancreatic cancer is
the fourth leading cause of cancer-related death in both
women and men in the USA. This demonstrates that surgical
intervention plus adjuvant chemotherapy still lacks the
needed efficacy to treat most of these patients successfully.
Recent studies state that long-term ingestion of metformin,
an often used anti-diabetic drug, is likely to reduce the risk
of diabetic patients for the development of pancreatic cancer
(2, 3). It was also suggested that metformin improves the
survival of patients, who suffer from pancreatic cancer (4-

6). However, Wei et al. published a meta-analysis stating that
mainly studies, which might be flawed by not considering
the so-called immortal time bias, show an effect of
metformin on pancreatic cancer (7). Moreover, Kordes et al.
demonstrated that therapy with a regularly low anti-diabetic
dose of metformin, besides standard chemotherapy, does not
improve the overall survival compared to standard
chemotherapy alone (8). However, this publication also
suggested that patients with high metformin concentration in
the blood might survive longer (8, 9). Thus, it is still
controversially discussed, if this drug has an anti-cancerous
effect and if metformin should be applied in combination
with standard therapies or needs to be tested in combination
with other experimental drugs. The anti-cancerous effect of
metformin has been suggested to be mediated by its
inhibition of oxidative phosphorylation (9), which is a key
process to generate ATP. Another promising option for an
effective chemotherapy is the inhibition of lactate
dehydrogenase A (LDH-A) (10), which is a key enzyme in
cancer, because cancer cells often favor metabolism via
glycolysis (11-13). Indeed, genetic disruption of lactate
dehydrogenases ablates the Warburg effect and restricts
tumor growth (14). Thus, we decided to use galloflavin, an
inhibitor of LDH, to evaluate if it inhibits proliferation and
can induce death in pancreatic cancer cells. We also tested
the combination therapy, galloflavin plus a high dose of
metformin, in order to gain a therapeutic benefit by
impairing oxidative phosphorylation and glycolysis.

Materials and Methods

Reagents. Dimethyl sulfoxide (DMSO, code: D2438, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany), phosphate buffered saline pH 7.4
(PBS, code: 10010-015, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), galloflavin (code: 4795, Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt,
Germany), metformin (code: D150959, Sigma-Aldrich), trypan blue
(code: 15250, Thermo Fisher Scientific). 

Cell culture and treatments. The murine pancreatic adenocarcinoma
cell line 6606PDA, a gift from Prof. Tuveson (University of
Cambridge, UK), and the human pancreatic cancer cell line MIA
PaCa-2, which was purchased from ATCC (Manassas, VA, USA),
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were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
code: FG0435, Biochrom GmbH, Berlin, Germany) containing 4,5 g/l
glucose (high glucose) or in DMEM (Biochrom GmbH)
supplemented with glucose to a concentration of 0.5 g/l (low glucose).
The media were supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, code
S0615, Biochrom GmbH), 100 units/ml penicillin and streptomycin
(code A2212, Biochrom GmbH) and 8 μg/ml Tylosin (code: T3397,
Sigma-Aldrich). The cells were treated with vehicle (DMSO), 5 μM,
20 μM, 80 μM and 320 μM of galloflavin or each dosage combined
with 20 mM of metformin. In order to evaluate the influence of
oxygen supply on drug efficacy, 6606PDA cells were cultured with
the above drugs for 30 h under normoxic (19% oxygen) or hypoxic
(1% oxygen) conditions in an Innova® CO-48-230 incubator (New
Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ, USA).

Evaluation of lactate concentration, proliferation and cell death.
Lactate was quantified in the cell lysate and supernatant by the lactate
colorimetric assay kit II (BioVision Incorporated, Milpitas, CA, USA)
after treating the cells with 80 μM galloflavin or vehicle (DMSO) for
30 h (4×103 cells per well were plated in a 96-well plate). Since high
FCS concentrations interfered with the lactate assay, the cells were
grown in medium only supplemented with 1% instead of 10% FCS.

For assessing proliferation, a kit (code: 11 647 229 001, Roche,
Basel, Switzerland), which measured 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU)
incorporation into cells was used. After plating 8×103 6606PDA or
4×103 MIA PaCa-2 cells per well in a 96-well plate, the cells were
treated the next day with the indicated drugs for 24 h. The BrdU assay
was then performed as suggested by the manufacturer and the absolute
absorption at 450 nm was determined using a PerkinElmer Victor X3
plate reader (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA).

Cell death was quantified by trypan blue staining of cells. This dye
stains cells, which are necrotic or in a late stage of apoptosis. In order
to quantify dead cells, 3×104 6606PDA or 2.5×104 of MIA PaCa-2
cells per well were plated in a 24-well plate. On the following days
the cells were treated for 30 h with the indicated drugs, detached by
treatment with trypsin-EDTA (Biochrom) and stained with trypan
blue solution (Thermo Fisher Scientific). Afterwards a representative
amount of 100 cells per well were counted using a Neubauer counting
chamber. The stained and unstained cells were evaluated to obtain the
percentage of trypan blue positive cells. 

Statistics. The graphs and statistics were performed with GraphPad
Prism 6 (version 6.05 for Windows, GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). The results are presented as line plots with mean and
standard deviation or as box plots indicating the median, the 25th
and 75th percentile in the form of a box with the 5th and 95th
percentiles as whiskers. Differences between the groups were
evaluated by the two-tailed Mann-Whitney rank-sum test, followed
by Bonferroni correction. Thus, differences with p≤0.05 divided by
the number of meaningful comparisons were considered to be
significant while differences with p≤0.08 divided by the number of
meaningful comparisons were considered to show a tendency.

Results

Galloflavin inhibits lactate production. At first, the lactate
metabolism of 6606PDA cells was characterized by treating
these cells with distinct concentrations of glucose and

oxygen. The lactate concentration was significantly
increased in high glucose medium when compared to low
glucose medium both in the cell lysate and the cell
supernatant (data not shown). A significantly higher lactate
concentration under hypoxic conditions was also observed
in the cell supernatant, but was not detected in the cell
lysate, when compared to normoxic conditions (data not
shown). This suggests that lactate production of 6606PDA
cells is induced by glucose and hypoxia. The inhibition of
lactate production by galloflavin depends on the dosage
(Figure 1A) and is significant at a dosage of 80 μM when
compared to the vehicle treatment (Figure 1B). A similar
dosage-dependent decrease of the lactate concentration
caused by galloflavin was observed in the cell supernatant
(Figure 1C) and is significant at a galloflavin concentration
of 80 μM compared to vehicle treatment (Figure 1D). The
proportional decrease of the intracellular and extracellular
lactate concentrations after galloflavin treatment suggests
that galloflavin doesn’t interfere with the cellular efflux of
lactate but impacts the production of lactate by inhibition of
lactate dehydrogenase. 

Galloflavin and metformin inhibit proliferation. A dose-
dependent decrease in proliferation was observed when
treating 6606PDA cells with galloflavin (Figure 2A). Adding
20 mM metformin caused additional inhibition of proliferation
(Figure 2A). Treatment with 20 mM metformin slightly
reduced proliferation, whereas 80 μM of galloflavin caused
significant inhibition of proliferation when compared to
vehicle treated control cells (Figure 2B). The combination
therapy of 80 μM of galloflavin plus 20 mM of metformin
also caused a slight decrease in proliferation when compared
to galloflavin treated cells and a significant decrease in
proliferation when compared to metformin treated cells
(Figure 2B). A similar dose dependence in inhibiting cell
proliferation is observed when treating MIA PaCa-2 cells with
galloflavin (Figure 2C). At the concentration of 5 and 20 μM
of galloflavin the addition of 20 mM metformin caused a
significantly increased inhibition of proliferation (Figure 2C).
In this cell line, the combination of 20 μM galloflavin plus
20 mM metformin reduced proliferation significantly when
compared to vehicle treated or galloflavin treated cells
(Figure 2D). These data suggest that galloflavin and
metformin have an additive effect in inhibiting proliferation
of pancreatic cancer cells.

Galloflavin and metformin induce cell death. In 6606PDA
cells, galloflavin induced cell death in a dose-dependent
manner in the absence and presence of metformin (Figure
3A). At the concentrations of 5 and 20 μM galloflavin the
addition of 20 mM metformin caused a significantly
increased induction of cell death (Figure 3A). Treatment with
20 mM of metformin or 80 μM galloflavin induced
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significant cell death, when compared to control treated cells
(Figure 3B). The combination of metformin plus galloflavin
induced slightly more cell death than galloflavin and
significantly more cell death than metformin monotherapy
(Figure 3B). In MIA PaCa-2 cells, galloflavin also induced
cell death in a dose-dependent manner in the absence or
presence of metformin (Figure 3C). However, adding
metformin did not significantly increase galloflavin-induced

cell death (Figure 3C and D). These findings suggest, that
only in some cell lines an additive effect on cell death can
be observed when treating pancreatic cancer cell lines with
metformin plus galloflavin.

Galloflavin and metformin inhibit proliferation under
normoxic and hypoxic conditions. In order to evaluate if
hypoxia influences the efficacy of galloflavin and
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Figure 1. Inhibition of lactate metabolism in 6606PDA cells. (A) Galloflavin reduces lactate concentration in a dosage-dependent manner in the
cell lysate. (B) 80 μM galloflavin (g) leads to a significant reduction of lactate concentration when compared to vehicle treated cells (c) used as
control. (C) A similar dosage dependence and (D) significant reduction of lactate concentration was observed when analyzing the cell supernatant.
Significant differences: *p≤0.029 (B), *p≤0.004 (D); n=4 (A), n=4 (B), n=4 (C), n(c)=8 and n(g)=4 (D).



metformin, the cells were treated with these drugs for 30 h
under normoxic or hypoxic conditions. Under both
conditions, 20 μM galloflavin only slightly inhibited

proliferation, whereas metformin monotherapy caused a
significant inhibition of proliferation (Figure 4A and B).
The galloflavin plus metformin combination therapy
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Figure 2. Metformin and galloflavin inhibit the proliferation of pancreatic cancer cells. (A) Galloflavin (g) and metformin plus galloflavin (g+m)
reduce the proliferation of 6606PDA cells in a dosage-dependent manner. (B) Compared to vehicle treated cells (c) the proliferation of 6606PDA
cells is slightly reduced by metformin (m) and significantly reduced by 80 μM galloflavin (g) and the combination of galloflavin plus metformin.
(C) A similar dosage dependence is observed in MIA PaCa-2 cells. (D) Compared to vehicle treated cells (c) the proliferation of MIA PaCa-2 cells
is slightly reduced by metformin (m) and significantly reduced by 20 μM galloflavin (g) and the combination of galloflavin plus metformin. Significant
differences: *p≤0.005 (B); *p≤0.004 (C); *p≤0.009 (D); n=10 (A), n=12 (B), n=6 (C), n=6 (D).



significantly inhibited proliferation when compared to the
monotherapies (Figure 4A and B). This suggests that a
combination treatment with galloflavin and metformin
could inhibit proliferation in e.g. hypoxic large solid tumors
as well as in normoxic smaller clusters of cancer cells, e.g.
after metastatic dissemination.

Discussion

In this study we confirmed that galloflavin inhibits lactate
production. We found that there is an additive effect of
metformin and galloflavin on the inhibition of proliferation
and the induction of cell death in pancreatic cancer cells.
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Figure 3. Metformin and galloflavin induce cell death in pancreatic cancer cells. (A) Galloflavin (g) and metformin plus galloflavin (g+m) induce
cell death of 6606PDA cells in a dosage-dependent manner. (B) Compared to vehicle treated cells (c) cell death of 6606PDA cells is significantly
increased by metformin (m), 80 μM galloflavin (g) and the combination of galloflavin plus metformin. (C) A similar dosage dependence is observed
in MIA PaCa-2 cells. (D) Compared to vehicle treated cells (c) the cell death of MIA PaCa-2 cells is induced by metformin (m), 80 μM galloflavin
(g), and the combination of galloflavin plus metformin. Significant differences: *p≤0.009 (A), *p≤0.030 (B); n=6 (A), n=6 (B), n=4 (C), n=4 (D).



Furthermore, we observed that the inhibition of proliferation
by this combinational therapy can be detected under hypoxic
and normoxic conditions, leading to the assumption that this
combinational therapy could impair insufficiently supplied
solid tumors as well as small normoxic clusters of cancer
cells, e.g. after metastatic dissemination. 

The anti-cancerous effect of metformin, as demonstrated in
this study, is consistent with numerous previous publications,
which also indicate that metformin monotherapy inhibits
pancreatic cancer cell proliferation and induces apoptosis (15-
17). Galloflavin has, to our knowledge, not been tested in
pancreatic cancer cells. The observed anti-cancerous effects of
galloflavin are, however, consistent with observations
demonstrating that galloflavin impairs cell expansion of
various cell lines (18-21). The presented data also demonstrate
that the combination of galloflavin and metformin has an
additive anti-cancerous effect, which suggests that inhibition
of LDH and oxidative phosphorylation might be a useful
strategy to treat cancer. 

However, it is still controversial which drugs might be
best for such a combination therapy. For example, there are
promising studies demonstrating that other LDH inhibitors
such as N-hydroxyindole-2-carboxylates and FX11 can
impair cancer cell proliferation (22, 23). 

Furthermore, one study by Miskimins et al. suggests that the
combination of phenformin, a biguanide inhibiting oxidative
phosphorylation, and the LDH inhibitor oxamate synergistically

induces cancer cell death in breast, lung, melanoma, colon,
prostate and tonsil cancer cells (24). At first glance, phenformin
seems to be a more appropriate drug than metformin, because
it has a higher efficacy in inhibiting oxidative phosphorylation
(24, 25). Yet, it has also a higher risk of inducing lactate
acidosis (26, 27), whereas metformin is known for its safer use
in patients (27, 28). Other alternatives for metformin could be
the highly potent and selective inhibitor of oxidative
phosphorylation, called IACS-010759 (29). Oxamate, since it
inhibits LDH, can in principle be used in combination with
metformin or other inhibitors of oxidative phosphorylation.
However, oxamate is a very old drug, which is hydrophilic and
is known to penetrate the cytoplasmic membrane poorly,
suggesting that it is a good LDH inhibitor for biochemical
studies using protein extract, but a poor inhibitor when using
entire cells (30, 31). Oxamate has also an about 500-fold higher
IC50 than galloflavin when applied to whole cells (31). Thus,
there are some aspects suggesting that galloflavin is superior to
oxamate and that metformin has advantages over phenformin.
In conclusion, this study suggests that a galloflavin metformin
combination therapy should be tested in preclinical studies for
treating pancreatic cancer.
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Figure 4. Metformin and galloflavin inhibit the proliferation of pancreatic cancer cells under normoxic and hypoxic conditions. Compared to vehicle
treated cells (c) the proliferation of 6606PDA cells is slightly reduced by 20 μM galloflavin (g) and significantly reduced by 20 mM metformin (m)
and the combination of galloflavin plus metformin (g+m) under (A) normoxic and (B) hypoxic conditions. Significant differences: *p≤0.008 (A),
*p≤0.008 (B); tendentious difference: #p≤0.016 (B), n=5 (A), n=5 (B).
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In this study we evaluated the interaction of pancreatic cancer cells, cancer-associated

fibroblasts, and distinct drugs such as α-cyano-4-hydroxycinnamate, metformin, and

gemcitabine. We observed that α-cyano-4-hydroxycinnamate as monotherapy or in

combination with metformin could significantly induce collagen I deposition within the

stromal reaction. Subsequently, we demonstrated that cancer-associated fibroblasts

impaired the anti-proliferation efficacy of α-cyano-4-hydroxycinnamate, metformin and

gemcitabine. Interestingly, inhibition of autophagy in these fibroblasts can augment the

anti-proliferation effect of these chemotherapeutics in vitro and can reduce the tumor

weight in a syngeneic pancreatic cancer model. These results suggest that inhibiting

autophagy in cancer-associated fibroblasts may contribute to strategies targeting cancer.

Keywords: autophagy, cancer-associated fibroblasts, gemcitabine, metformin, α-cyano-4-hydroxycinnamate,

pancreatic cancer

INTRODUCTION

Despite decades of intensive effort, the 5-years relative survival rate of pancreatic cancer is still only
8% (1). Although several treatment strategies showed promising preclinical anti-cancer activity,
most of them failed to show significant efficacy in clinical trials. One reason might be that these
treatment strategies only targeted pancreatic cancer cells, but ignored the abundant desmoplastic
stroma around the tumor (2). This stromal reaction impairs vasculature and functions as a barrier
to chemotherapeutics. Unfortunately, most preclinical pancreatic cancer models fail to replicate the
dense stroma accurately (2).

An important cell type of the stromal reaction is the cancer-associated fibroblast (CAF). Several
studies demonstrated that these fibroblasts contribute to tumor progression and chemoresistance in
pancreatic cancer (3, 4). Thus, research has lately focused on the evaluation of drugs, which deplete
CAFs (5–7). However, subsequent clinical trials demonstrated that reducing fibrosis in addition to
a first-line therapy was not beneficial for patients (8). This suggests that reduction of CAFs is not
a good option for cancer therapy. A better option may be to modify specific aspects of interactions
between CAFs and carcinoma cells.

Lactate is an important mediator for the interaction of CAFs and cancer cells. For example,
CAFs are stimulated by cancer cells to produce and export lactate. Subsequently, cancer cells
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import this lactate to fuel the Krebs cycle and support anabolic
processes as well as cell proliferation (9). This interaction
between CAFs and carcinoma cells can be blocked by α-cyano-
4-hydroxycinnamate (CHC), an inhibitor of lactate transporter
(9).

In addition, another process, called autophagy (10–12), is
also involved in the interaction between tumor and CAFs (13–
15). Recent evidence proved that CAFs promote tumor growth
through autophagy, which is responsible for providing nutrients
to carcinoma cells (13). Moreover, autophagy is often necessary
for the survival of cells, especially when cells are starved or treated
by chemotherapeutics (10, 11). Multiple studies have explored
this effect of autophagy in pancreatic cancer (10, 12). However,
it is unknown, if and how distinct chemotherapeutics influence
autophagy in CAFs, or whether blocking the autophagic flux in
CAFs can improve the efficacy of chemotherapies in pancreatic
cancer cells.

It was the aim of this study to evaluate the interaction among
drugs, carcinoma cells, and autophagy in CAFs. Specifically,
we wanted to address the question if inhibiting autophagy in
CAFs could support the anti-proliferation activity of metabolic
inhibitors, such as metformin and CHC or gemcitabine, a first-
line therapy for the treatment of pancreatic cancer.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Antibodies
Dimethyl sulfoxide (DMSO, code D2438), CHC (code 476870),
metformin (code D150959), gemcitabine (code G6423),
mitomycin C (MCC, code M7949), and chloroquine (CQ, code
PHR1258) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Bafilomycin A1 (BAF, code 196000) was obtained from Merck
Millipore (Darmstadt, Germany). Primary antibodies against
type I collagen (collagen I, code ab34710), p62 (code ab109012-
100), and β-actin (code A5441) were obtained from Abcam
(Cambridge, UK) or Sigma-Aldrich. Secondary antibodies, goat
anti-rabbit immunoglobulins (code D0487), peroxidase linked
anti-rabbit antibody (code 7074), peroxidase linked anti-mouse
antibody (code A9044), and liquid permanent red system (code
K0640) were purchased from Dako (Hamburg, Germany), Cell
Signaling (Danvers, USA) or Sigma-Aldrich.

Cell Culture and Treatment of Distinct
Chemotherapeutic Strategies
The murine pancreatic adenocarcinoma cell line 6606PDA was
a gift from Prof. Tuveson at the University of Cambridge,
UK. The human pancreatic cancer cell line MIA PaCa-2 was
purchased from ATCC (Manassas, USA). These cells were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, code
FG0435, Biochrom, GmbH, Berlin, Germany) supplemented
with 10% fetal calf plasma (FCS), 100 units/ml penicillin and
100µg/ml streptomycin. The generation and characterization of
immortalized rat pancreatic stellate cell line, LTC-Tet (LTC),

Abbreviations: CAFs, cancer-associated fibroblasts; CHC,α-cyano-4-
hydroxycinnamate; MMC, mitomycin C; CQ, chloroquine; BAF, bafilomycin
A1.

were described previously (16, 17). These cells were cultured
in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, code FG4605,
Biochrom, GmbH, Berlin, Germany) supplemented with 10%
FCS, 100 units/ml penicillin, 100µg/ml streptomycin, and
1% non-essential amino acids (Sigma-Aldrich, code M7145).
Cells were treated with 10mM CHC, 5mM metformin, both
drugs, 0.1µM gemcitabine or an appropriate vehicle (Sham) as
indicated in each figure.

Evaluation of Proliferation and Cell Death
In order to evaluate the benefit of CHC and metformin for
treating pancreatic cancer, 2 × 103 6606PDA cells per well
were seeded in a 96 well microplate. After 24 h, these cells were
treated with the indicated chemotherapeutic agents for 48 h. To
evaluate the function of CAFs in vitro, 1 × 104 LTC cells per
well were cultured in a 96 well microplate for 24 h. To stop
proliferation, all LTC cells were treated with 5µg/ml MMC for
3 h (see Figures 3–5). As indicated in Figures 4, 5C,D, autophagy
in LTC cells was inhibited by additionally pretreating with 50µM
CQ or 0.2µM BAF for 3 h. These cells were then washed two
times with phosphate buffered saline (PBS), and co-cultured with
2 × 103 6606PDA or 4 × 103 MIA PaCa-2 cells per well for
24 h. Afterwards, these cells were treated with CHC, metformin,
both drugs, or appropriate vehicle (Sham) for 48 h. Alternatively,
these co-cultured cells were treated with gemcitabine or vehicle
(Sham) for 24 h. Subsequently, the proliferation of 6606PDA cells
was quantified by incorporation of 5-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) with colorimetric Cell Proliferation ELISA kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany, code 11647229001) and
Perkin Elmer Victor X3 model 2030 Multilabel Plate Reader
platform (PerkinElmer, Waltham, USA).

To assess the synergistic effect of CHC and metformin in
cell death, 3 × 104 6606PDA cells per well were plated in a
24 well plate. On the following day these cells were treated for
56 h with chemotherapeutic agents as indicated in Figure 2B.
Subsequently, the percentage of dead cells was determined with
the help of a trypan blue solution.

Western Blot
For western blots, 2.4 × 105 LTC cells per well were plated in
a 6 well plate. After 24 h these cells were treated with distinct
drugs as indicated in Figure 7; and then the western blots
were performed as previously described using rabbit anti-p62
antibody (dilution: 8,000×), mouse anti-β-actin antibody
(dilution: 20,000×), peroxidase linked anti-rabbit antibody
(dilution: 10,000×) and peroxidase linked anti-mouse antibody
(dilution: 60,000×). Proteins were visualized by luminol-
enhanced chemiluminescence (ECL plus; GE Healthcare,
Munich, Germany) and Chemi-Doc XRS System (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany) (18).

Animals and the Syngeneic Orthotopic
Pancreatic Cancer Model
C57BL/6J male mice were purchased from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME), and bread in our local animal
facility. All processes of keeping mice and performing
experiments were in accordance with the EU-directive
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2010/63/EU, and approved by the local animal care committee
(Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit
und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern). The syngeneic
orthotopic pancreatic cancer model was performed as described
previously (19). Briefly, after 1 week of accustoming to the
environment, 2.5 × 105 6606PDA were injected into the
pancreas of mice (Figure 1A). To relief pain 5 mg/kg carprofen
(Pfizer GmbH, Berlin, Germany) was injected (sc) before surgery
and 1,250 mg/L metamizol (Ratiopharm GmbH, Ulm, Germany)
was added to the drinking water until euthanasia of the mice.
On day 4 after cell injection, mice were daily treated (i.p.) with
vehicle solution (Sham), CHC, 125 mg/kg metformin or CHC
plus metformin. To evaluate an appropriate CHC dose for mice,
three strategies, 15 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin
(n = 3), 60 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin (n = 3),
or 240 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin (n = 3), were
evaluated. In order to evaluate inhibition of autophagy in vivo,
mice were i.p. injected with 60 mg/kg CQ or an appropriate
volume of PBS twice per week. On day 37, after euthanasia,
the tumor was separated from the pancreas and the weight was
recorded.

7T MRI and 18F-FDG-PET/CT Imaging
Anesthetized (1.2–2.5% isoflurane in oxygen) mice were scanned
with a 7 T small animal MRI (BioSpec 70/30, 7.0 Tesla,

gradient inset: BGA-12S, max. gradient strength: 440 mT/m) in
combination with a transmit volume-resonator (86mm inner
diameter) and receive surface-coil (Bruker BioSpin GmbH,
Ettlingen) on day 34 after 6606PDA cells injection (as indicated
in Figure 1A). Animals were scanned using morphological
T2 weighted TurboRARE (T2w-TurboRARE) and diffusion
weighted imaging (DWI) sequences with following parameters:
transversal T2w TurboRARE (Rapid Acquisition with Relaxation
Enhancement): TE/TR: 25/1880ms; FoV: approx. 40 × 28mm;
matrix: 200 × 200; voxel size: 0.2 × 0.14mm, slice thickness
1mm, 25 slices; transversal DWI-spin-echo sequence: 4 b values
(b = 100, 300, 700, 1,000 s/mm2), one A0 image; 3 directions;
TE/TR: 22/2500ms; FoV: 28 × 20mm, matrix: 128 × 128; voxel
size: 0.22mm × 0.156mm, slice thickness 0.9mm; 12 slices.
On day 35 after 6606PDA cells injection, the 18F-FDG-PET/CT
imaging was performed. Mice were anesthetized as mentioned
above. Under anesthesia, the mice were injected with ∼15 MBq
of 18F-FDG intravenously via a microcatheter placed in a tail
vein. After an uptake period of 60min, static PET scans in head-
prone position were acquired for 15min using a small animal
micro PET/CT scanner (Inveon PET/CT Siemens, Knoxville,
TN, USA). Throughout the imaging session, respiration of the
mice was controlled and body temperature was constantly kept
at 38◦C via a heating pad. The PET image reconstruction
method consisted of a 2-dimensional ordered subset expectation

FIGURE 1 | The 6606PDA syngeneic orthotopic pancreatic cancer model replicates features of human pancreatic cancer. 6606PDA cells were injected into the

pancreas on day 0 and the chemotherapy started on day 4 (A). The tumor (white box or arrow) could be identified by 18F-FDG-PET/CT on day 35 (B,C) and 7 T MRI

on day 34 (D). Tumors are surrounded by abundant collagen I deposition as indicated by double arrow (E). Bar = 1 cm in (C,D). Bar = 50µm in (E).
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maximization algorithm (2D-OSEM) with four iterations and
6 subsets. Attenuation correction was performed on the basis
whole body CT scan and a decay correction for 18F was applied.
PET images were also corrected for random coincidences, dead
time and scatter.

Immunohistochemical Staining
To evaluate the stromal reaction, collagen I staining was
performed on 4µm paraffin sections using rabbit anti-collagen
I antibody (dilution: 200×) and alkaline phosphatase-conjugated
goat anti-rabbit immunoglobulins (dilution: 100×), followed by
permanent staining. All images of collagen I were obtained by
an Olympus microscope, BX51, equipped with a ColorView II
camera (Olympus, Tokyo, Japan). To measure the thickness of
stromal reaction, the distance from the outside to the inside edge
of collagen I deposition was measured at 12 o’clock, 3 o’clock, 6
o’clock and 9 o’clock position of the section. The mean value of
these four distances was used to define the thickness of stromal
reaction.

Analysis of Blood
To evaluate the concentration of alanine aminotransferase (ALT),
alanine transaminase (AST), and lipase in plasma, blood samples
were taken before euthanasia of the mice and analyzed using the
Cobas c111 analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Statistics
The results were presented as box plots. The Mann-Whitney
rank sum test, followed by Bonferroni correction determined the
significance of differences. Differences with P ≤ 0.05, divided
by the number of meaningful comparisons, were considered to
be significant. All statistics were performed by Sigmaplot 12.0
(Systat Software, San Jose, CA, USA).

RESULTS

An in vivo Model Replicating Features of
Human Pancreatic Cancer
In order to evaluate if injection of 6606PDA cells gives rise to
tumors with characteristic features of human pancreatic cancer,
tumors were assessed by in vivo imaging and histological studies
(Figure 1). We found that tumors could be identified by 18F-
FDG-PET/CT (Figures 1B,C) and 7 T MRI (Figure 1D). To
monitor the stromal reaction around the tumor, collagen I
immunohistochemistry was performed. We observed that the
carcinoma was surrounded by extensive collagen I deposition
(Figure 1E).

CHC Plus Metformin Inhibits Proliferation
and Induces Cell Death
In order to assess if inhibitors of cell metabolism impair
pancreatic cancer cells, 6606PDA cells were treated with
10mM CHC, 5mM metformin or both drugs. We observed
that the monotherapies significantly inhibited the proliferation
of 6606PDA cells, compared to Sham-treated cells. The
combination therapy, CHC plus metformin, also significantly
inhibited proliferation, when compared to both monotherapies

and Sham treatment (Figure 2A). In addition, we observed
that 10mM CHC significantly induced cell death while 5mM
metformin moderately increased the percentage of dead cells,
when compared to cells treated with Sham (Figure 2B).
Moreover, CHC in combination with metformin significantly
induced cell death when compared to Sham, CHC, or metformin
treated cells (Figure 2B).

CHC Plus Metformin Is Safe for Mice and
Slightly Impairs Pancreatic Cancer
To determine an appropriate drug dose for mice, we evaluated
three strategies, 15 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin (low
dose), 60 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin (moderate
dose) and 240 mg/kg CHC plus 125 mg/kg metformin (high
dose) using the 6606PDA syngeneic orthotopic pancreatic cancer
model (Figure 2C). We observed that only few mice survived
after treating them with high dose and moderate dose of
therapeutics (Figure 2D). However, all mice survived in the
low dose group (Figure 2D). In addition, treatment with 15
mg/kg CHC, 125 mg/kg metformin, and the combination of both
drugs did not significantly increase the AST and ALT activity,
two indicators of liver toxicity in blood plasma (Figure 2E and
Figure S1A). These drugs also failed to significantly increase
lipase activity, an indicator of inflammation in the pancreas
(Figure S1B). Thus, we chose 15 mg/kg CHC to evaluate the
benefit of CHC and metformin in vivo. We observed a minor
decrease in tumor weight after treating mice with CHC or
CHC plus metformin when compared to Sham-treated mice
(Figure 2F). Interestingly, we also observed that CHC or CHC
plus metformin therapy significantly increased the thickness
of stroma as defined by collagen I deposition (Figures 3A–C).
However, there was no significant difference between metformin
treated and Sham-treated tumors. This suggest that CHC
activates CAFs to produce more collagen. This observation
triggered speculations that these CAFs can impair the anti-
proliferation efficacy of CHC and metformin.

Inhibition of Autophagy in CAFs Enhances
the Efficacy of Chemotherapeutical Agents
In order to address the question, if CAFs are capable of
impairing the anti-proliferation effect of chemotherapeutical
agents, we pursued in vitro experiments. We co-cultured LTC
cells and 6606PDA cells. Subsequently, these co-cultured cells
were treated with CHC, metformin or a combinatorial treatment.
We observed that LTC cells impaired the anti-proliferative effect
of CHC, metformin, and CHC plus metformin without having
a major influence on the proliferation of untreated cancer cells
(significant difference is shown in red in Figures 3D–F). This
suggests that LTC cells induce chemoresistance in pancreatic
cancer cells. In order to evaluate if autophagy in CAFs contributes
to the observed chemoresistance, we pretreated LTC cells with
50µM CQ, a well-known inhibitor of autophagy. Interestingly,
after blocking autophagy in LTC cells, the co-cultured pancreatic
cancer cells were more sensitive to CHC, metformin, and
CHC plus metformin (significant difference is shown in red in
Figure 4).
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FIGURE 2 | Efficacy and safety of drugs. The monotherapies, CHC or metformin (Met), and the combinatorial therapy using both drugs significantly inhibited cell

proliferation in vitro (A). These drugs also induced cell death (B). Distinct drugs or the appropriate vehicle (Sham) was i.p. injected daily into mice (C). 15 mg/kg CHC

in combination with 125 mg/kg metformin was safe for mice (D). These drugs did not significantly increase the AST activity, a liver toxicity indicator, in blood plasma

(E). CHC plus metformin slightly decreased the tumor weight (F). *P ≤ 0.008.

Next we verified, if inhibition of autophagy in CAFs also
improved the efficacy of gemcitabine, a first-line therapy for the
treatment of pancreatic cancer. When pancreatic cancer cells
were co-cultured with LTC cells, we observed that LTC cells
significantly reduced the anti-proliferative effect of gemcitabine
in two distinct cell line, 6606PDA and MIA PaCa-2 (significant
difference is shown in red in Figures 5A,B). However, LTC
cells did not have a major influence on the proliferation of

untreated cancer cells (Figures 5A,B). This suggests that LTC
cells induce resistance to gemcitabine in pancreatic cancer cells.
After blocking autophagy in LTC cells with CQ, the co-cultured
pancreatic cancer cells were more sensitive to gemcitabine
(significant difference is shown in red in Figure 5C). We
confirmed this result by using another inhibitor of autophagy,
BAF. Indeed, after blocking autophagy in LTC cells with BAF, the
co-cultured pancreatic cancer cells were also more sensitive to
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FIGURE 3 | Drugs influence the tumor stroma and CAFs influence the sensitivity to drugs. CHC and CHC plus metformin (Met) significantly induced the stromal

reaction (collagen I deposition stained in red) when compared to Sham treatment (A–C). While CHC (D), metformin (E), or CHC plus metformin (F) treatment inhibited

the proliferation of pancreatic cancer cells, the addition of LTC cells (their proliferation was inhibited by pretreatment with MMC) significantly (shown in red) reduced this

anti-proliferative effect. §P ≤ 0.05, *P ≤ 0.0125. Bar = 50µm.

FIGURE 4 | Autophagy in CAFs attenuates the anti-proliferation activity of CHC and metformin (Met). Blocking autophagy in LTC cells (their proliferation was inhibited

by pretreatment with MMC) with CQ significantly (shown in red) increased the sensitivity of pancreatic cancer cells to CHC (A), metformin (B), or CHC plus metformin

(C). *P ≤ 0.0125.
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FIGURE 5 | Autophagy in CAFs inhibits the anti-proliferative effect of

gemcitabine (Gem). Co-culture with LTC cells (their proliferation was inhibited

by pretreatment with MMC) significantly (shown in red) reduced the

anti-proliferative effect of gemcitabine on 6606PDA cells (A) and MIA PaCa-2

cells (B). The pancreatic cancer cells were significantly (shown in red) more

sensitive to gemcitabine, after inhibiting autophagy in LTC cells by CQ (C), or

BAF (D). The present study demonstrates two points. First, CAFs impair the

efficacy of chemotherapies. Second, blocking autophagy in CAFs supports the

anti-proliferation activity of chemotherapeutic drugs (E). *P ≤ 0.0125.

gemcitabine (significant difference is shown in red in Figure 5D).
These data suggests that we observe two distinct processes
(Figure 5E). First, CAFs do not significantly stimulate the
proliferation of carcinoma cells, but protect carcinoma cells form
chemotherapeutical agents. A separate process is the inhibition

FIGURE 6 | Inhibition of autophagy reduces tumor weight and is safe. Treating

mice with CQ reduced the tumor weight (A) without having a major influence

on body weight (B). §P ≤ 0.05.

of autophagy. Blockage of autophagy in CAFs inhibits cancer cell
proliferation.

We next assessed in an in vivo proof of principle experiment,
if inhibition of autophagy is well-tolerated and can reduce tumor
growth.We injected 6606PDA cells into the pancreas of mice and
treated one cohort of mice with CQ. Therapy with CQ reduced
the tumor weight significantly compared to Sham treated mice
(Figure 6A), without causing any obvious burden to mice as
demonstrated by little change in body weight throughout the
experiment (Figure 6B).

Chemotherapeutical Agents Modulate
Autophagy
In order to assess, if chemotherapies have an influence on
autophagy, we treated LTC cells with metformin, CHC, the
combinational therapy or gemcitabine. Both, CHC and CHC
plus metformin treatment increased the accumulation of p62
(Figure 7A). This suggests that these chemotherapies block
the autophagy flux. However, we observed that metformin
decreased the level of p62 (Figure 7A) and, therefore, induced
the autophagy flux. In addition, we observed that gemcitabine
decreased the accumulation of p62 in LTC cells (Figure 7B),
which suggests that gemcitabine induces autophagy in these cells.
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FIGURE 7 | Drugs influence the autophagic flux in LTC cells. CHC and CHC

plus metfomin (Met) treatment caused accumulation of p62 whereas

metformin treatment reduced p62 level (A). Gemcitabine (Gem) treatment

reduced the p62 level (B).

This proposes that distinct agents can have opposite effects on
autophagy in CAFs.

DISCUSSION

The present study demonstrates that CAFs protect carcinoma
cells form chemotherapeutical agents. It is well-known that
pancreatic cancer is usually surrounded by an extensive stromal
reaction containing CAFs and that these CAFs can influence
the sensitivity of carcinoma cells to chemotherapy (2, 20, 21).
Originally, it was assumed that the stromal reaction forms a
physical barrier to protect cancer cells from chemotherapeutics
(22–25). Indeed, we also noticed, in our orthotopic cancer
model, an intense barrier like stromal reaction (Figure 3A)
and only moderate reduction of tumor weight in response to
chemotherapies (Figure 2F). We observed that LTC cells inhibit
the anti-proliferation activity of chemotherapeutic drugs in vitro
(Figures 3D–F, 5A,B). This argues for an active function of CAFs
in controlling chemoresistance of cancer cells.

In addition, the present study demonstrates that the blockage
of autophagy in CAFs inhibits cancer cell proliferation. We

observed this inhibition of proliferation in the presence, but
also in the absence of drugs such as CHC, metformin and
gemcitabine (Figures 4, 5C,D). This suggests that this effect
is very robust. Indeed, our data demonstrate that this anti-
proliferative effect is also, for example, independent of the effect
of chemotherapeutic drugs on autophagy. We and other studies
suggest that metformin and gemcitabine induce autophagy
(26, 27). Surprisingly, we also observed that other treatments
such as CHC and CHC in combination with metformin block
autophagic flux in CAFs. Nevertheless, our data demonstrate
that blocking autophagic flux in CAFs inhibits proliferation
of cancer cells, independent if these chemotherapeutic agents
induce or inhibit autophagy. Possibly, the synergistic anti-
proliferation effect of CQ and CHC treatment is caused by an
additive effect of both drugs on the inhibition of autophagy.
On the contrary, CQ enhances the anti-proliferation effect
of metformin or gemcitabine by blocking their induction of
autophagy. Moreover, we noticed that CQ can also inhibit
directly cancer cell proliferation, even when cancer cells are not
co-cultured with CAFs (data not shown). This suggests that the
blockage of autophagy in both CAFs as well as cancer cells has
the identical effect: The reduction of cancer cell proliferation.
Both effects might reduce tumor size in vivo as demonstrated in
Figure 6A.

Many preclinical studies demonstrated that the strategy to
abolish stromal reaction could increase the sensitivity of cancer
cells to several chemotherapeutics (4, 7, 28). Unfortunately, some
of these strategies, such as using vismodegib (GDC-0449), failed
to give rise to a survival benefit for pancreatic cancer patients
in clinical trials (8). In addition, Özdemir et al. demonstrated
that depletion of CAFs results in multiple adverse outcomes
and leads to a poor prognosis in vivo (29). This suggests that
blocking or reducing the stromal reaction to cancer might not
be part of a successful anti-cancer therapy. We suggest that
modifying specific interactions between CAFs and cancer cells,
for example by inhibition of autophagy in CAFs, may be a more
promising strategy to treat pancreatic cancer. The following two
therapeutical options could be explored in additional studies:
First, one could evaluate if there are beneficial effects when
inhibiting autophagy in CAFs in addition to manipulating other
mechanisms, which have also been demonstrated to regulate
cancer cell proliferation, survival or drug resistance. A promising
strategy could be to regulate the SDF1 alpha/CXCR4 axis or
mTOR/4E-BP1 signaling in CAFs (6, 30, 31). Second, one
could evaluate in which cancer types inhibition of autophagy
in combination with the first-line therapeutics has a beneficial
effect.

Blocking autophagy in fibroblast like cells might also have
therapeutic potential in other diseases. Recent studies suggest
that increased autophagy contributes to various diseases, such
as liver fibrosis or rheumatoid arthritis (32, 33). However, the
function of autophagy in these diseases is still highly controversial
(34). Thus, additional studies will be necessary to understand the
contributions of autophagy in fibroblast-rich diseases, in order to
provide a basis for novel therapies.

In conclusion, the present study demonstrated that blocking
autophagy in CAFs successfully supports the anti-proliferation
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activity of three distinct drugs, CHC, metformin and
gemcitabine, in pancreatic cancer cells.
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In order to combine high-quality research with minimal harm to animals, a prospective severity assessment for
animal experiments is legally required in many countries. In addition, an assessment of the evidence-based sever-
ity level might allow realistic harm–benefit analysis and the appraisal of refinement methods. However, only a few
examples describe the distress of animals by simple, cost-efficient, and noninvasive methods. We, therefore, evalu-
ated the severity of an orthotopic mouse model for pancreatic cancer using C57BL/6J mice when pursuing two dif-
ferent chemotherapies. We assessed fecal corticosterone metabolites, body weight, distress score, and burrowing,
as well as nesting activity. Moreover, we established a multifactorial model using multivariate logistic regression
to describe animal distress. This multifactorial analysis revealed that metformin + galloflavin treatment caused
higher distress thanmetformin+ α-cyano-4-hydroxycinnamate therapy. Similar results were obtained by using the
best cutoff calculated by Youden’s J index when using only single parameters, such as burrowing activity or fecal
corticosterone metabolite concentration. Thus, the present study revealed that single readout parameters, as well
as multivariate analysis, can help to assess the severity of animal experiments and detect side effects of therapies.

Keywords: distress analysis; severity assessment; pancreatic cancer; chemotherapy

Introduction

Animal welfare must be considered as an important
aspect of biomedical research, because of its impli-
cations on moral issues and the quality of science.1
In order to combine a high quality of research with
minimal harm to animals, multiple regulations have
been implemented in many countries during the
last decades. When planning in vivo experiments,
scientists should consider the 3R concept (replace-
ment, reduction, and refinement) and conduct an
extensive harm–benefit analysis based on the sever-
ity of an animal model.2 Some prospective severity
classifications of specific interventions are defined
in the European Union (EU) Directive 2010/63/EU
in annex VIII. This annex describes certain pro-
cedures, which can be classified as “nonrecovery,”
“mild,” “moderate,” or “severe.” In addition, some

EU guidance documents provide suggestions on
how to meet legal requirements3 of this direc-
tive. However, the annex VIII only provides a few
examples for severity classification, and mostly lists
procedural steps, rather than full procedures or the
distress of entire disease models.4 Moreover, only
a few publications give some additional examples5
for assessing the severity of animal experiments.
Therefore, it is necessary to implement methods,
which allow us to define the level of distress caused
by widely used interventions and specific animal
experiments.5,6 An evidence-based evaluation will
allow a realistic harm–benefit analysis and the use
of appropriate refinement methods, which might
lead to a sustainable reduction of animal suffering.6
The hypothetical ideal level of welfare might be

accomplished when the nutritional, environmental,
health, behavioral, and mental needs of laboratory
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animals are met.7 However, different stressors or
interventions, such as handling, surgery, or injec-
tions, might provoke short time stress responses or
even distress when an animal is unable to cope with
a stressor within a distinct period of time.8 Distress
can be caused by pain, but it can also be caused,
for example, by anxiety. Therefore, it has been
suggested that minimizing distress will be more
important for improving thewelfare of animals than
only focusing on pain reduction. In this context, dis-
tress refers to any mental unpleasant level of stress
without differentiating between distinct causes. To
reliably detect any deviation of the ideal state of
welfare, which might lead to distress, the British
WorkingGroup onRefinement suggested to analyze
parameters, which describe the physical, physio-
logical, and psychological states of the animals.6
The physical state of animals can be described

by parameters, such as body weight (BW) and
posture, as well as the physiological state, such as
heart rate or stress hormones.6 In addition, distress
can influence their natural behavior. The latter
can be quantitatively assessed by the analysis of
burrowing and nesting activity,9–11 whereas the
physiological stress response of animals is often
characterized by analyzing the corticosterone con-
centration in the blood or its metabolites in feces
(fecal corticosterone metabolites (FCMs)).12–15
The aim of our current study was to evaluate

a method for multifactorial distress analysis. A
variety of physical, behavioral, and hormonal
parameters for animal welfare were assessed in
male C57BL/6J mice bearing pancreatic cancer
(PC) and undergoing two distinct chemotherapies.
The application of the most powerful parameters in
a 2D scatter plot followed by multivariate logistic
regression was used as a multifactorial model. This
method was further compared with the perfor-
mance of single parameters in order to evaluate and
score animal distress.

Materials and methods

Ethical statement
All animal experiments were approved by the
German local authority: Landesamt für Land-
wirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei
Mecklenburg-Vorpommern (7221.3-1-019/15),
in accordance with the German animal protec-
tion law and the EU Guideline 2010/63/EU.4 The
experiments are reported according to the Arrive

Guidelines.16 Breeding pairs of C57BL/6J mice
were originally purchased from Charles River
Laboratories and further bred in our facility of the
UniversityMedical Center inRostock under specific
pathogen-free conditions. During the experiment,
the mice were kept single-housed in type III cages
(Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel, Germany) at
12-h dark:light cycle, the temperature of 21 ±
2 °C, and relative humidity of 60 ± 20% with food
(pellets, 10 mm, ssniff-Spezialdiäten GmbH, Soest,
Germany) and tap water ad libitum; and enrich-
ment was provided by nesting material (shredded
tissue paper, Verbandmittel GmbH, Frankenberg,
Deutschland), paper roll (75 × 38 mm, H 0528–
151, ssniff-Spezialdiäten GmbH), and a wooden
stick (40 × 16 × 10 mm, Abedd, Vienna, Austria).

Syngeneic orthotopic PC model
For orthotopic injection of PC cells, 26 male
C57BL/6J mice aged 16.7 (14–18.4) weeks
(median/interquartile range) and with an aver-
age BW of 27 (25.3–27.7) g (median/interquartile
range) were anesthetized in the laboratory with
1.2–2.0% isoflurane and a single subcutaneous
injection of 5 mg/kg carprofen (Rimadyl R©, Pfizer
GmbH, Berlin, Germany) was applied 5 min before
surgery as analgesia. Isoflurane was chosen because
it allowed a fast recovery from anesthesia. The eyes
were kept wet by eye ointment. The abdomen of the
mice was shaven and disinfected, and the abdom-
inal cavity was opened by laparotomy, and 5 μL of
the cell suspension (murine cell line 6606PDA, 2.5
× 105/5 μL cells in matrigel) was injected slowly
with a 25-μL syringe (Hamilton Syringe, Reno,
NV) into the pancreas. The pancreas was placed
back into the cavity and the peritoneum was closed
by a coated 5-0 Vicryl R© suture (Johnson & Johnson
Medical GmbH, New Brunswick, NJ). The skin
was sewn with a 5-0 Prolene R© suture (Johnson &
Johnson Medical GmbH) and the mice were placed
in front of a heating lamp. The surgery lasted for
15–20 min for each mouse. The chemotherapeutic
treatment of the mice started 4 days after tumor
cell injection until day 37. Twenty-six mice were
allocated in a nonrandom manner, matching the
performance of the preexperimental behavior tests
(burrowing and nesting) between the sham and
treatment groups. Seven mice aged 18.3 (18.3–
21.3) weeks (median/interquartile range) and with
a BW of 27 (26.3–27.7) g (median/interquartile
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range) received the combinatorial chemotherapy
of metformin (Met; 125 mg/kg in phosphate-
buffered saline (PBS), daily; Merck, Darmstadt,
Germany) and CHC (15 mg/kg in 50% dimethyl
sulfoxide (DMSO), daily; Tocris Bioscience, Bristol,
UK). The corresponding sham treatment (PBS,
50% DMSO) was performed on an additional
seven mice, which were 18.3 (18.3–21.4) weeks
old (median/interquartile range) and weighted 28
(27.5–28.5) g (median/interquartile range). The
second therapeutic intervention Met (125 mg/kg
in PBS; daily) in combination with galloflavin
(Gallo) (20 mg/kg in 100% DMSO, three times
a week; Tocris Bioscience) was performed on
seven mice of an average age of 13.6 (13.4–14.0)
(median/interquartile range) and the initial BW of
25 (23.1–26.3) g (median/interquartile range), and
five mice of an exact age of 14 weeks and the aver-
age BW of 26 (24.4–26.4) g (median/interquartile
range) were treatedwith the respective vehicle (PBS,
100% DMSO). The unequal group size was caused
by the termination of the project because the orig-
inal goal to see an effect on tumor weight was not
met. An overview of the number of animals used for
each figure is illustrated in Figure S1 (online only).
One scientist administered the therapy and another
scientist evaluated the distress in a nonblinded
fashion. Met and PBS were injected in the morning
between 9:00 and 11:00 a.m., while Gallo, CHC, or
the corresponding vehicle (100%DMSO, 50%)were
injected between 2:30 and 3:00 p.m. In addition
to the single intraoperative injection of carprofen
(5 mg/kg), 1250 mg/L metamizol (Ratiopharm,
Ulm, Germany) was provided daily in the drinking
water during the whole experimental period. This
multimodal analgesia regime proved to be useful
for this animal model in previous studies.17,18 The
benefit of metamizol is that it is self-applicable via
drinking water, and it is known to be an effective
analgesic for gastrointestinal diseases in mice.19

Assessment of distress parameters
To analyze animal distress upon laparotomy and
tumor cell injection, all distress parameters were
assessed before (pre) and directly after operation
(op) until recovery day 2. During chemotherapy,
all distress parameters were quantified during the
early (days 4–8), middle (days 18–19), and late
(days 34–35) phases of therapy, to exemplarily
analyze the course of distress during the treatments

(Fig. 1). This time schedule proved to be useful
for various projects, for example, for comparing
distress between different animal models.18
The BW was determined 24 h after surgery or

last injection of therapeutic intervention in order
to allow enough time for a BW adjustment. The
percentage of BW change for all days was always
calculated referring to the BW measured before
surgery. The distress score was always assessed
according to a scoresheet, which was previously
published by our working group20,21 and based on
other scoresheets.22,23 The mice were, therefore,
observed in their home cage for a few minutes and
a score was assessed when one or more defined
criteria were diagnosed concerning the general
condition, spontaneous behavior, flight behavior,
or process-specific criteria. The distress score was
assessed 30 min after the last injection of com-
pounds (Gallo, CHC, or the appropriate vehicle)
around 3:00–3:30 p.m.
The burrowing behavior was analyzed according

to Deacon et al., a burrowing tube (15 × 0.03 ×
6.5 cm) was filled with 200-g food pellets (ssniff-
Spezialdiäten GmbH) and was placed in the cage
2.5–3 h before the dark phase and 1–1.5 h after
the last injection of the chemotherapeutics (Gallo,
CHC, or the appropriate vehicle) at 4:00–4:30 p.m.
in the animal facility.24,25 After 2 h, the amount
of pellets displaced from the tube was calculated.
Animals, which burrowed less than 100-g pellets
during the preexperimental phase, were excluded
from further analysis (20.8% of the animals). To
analyze the nesting behavior, a nestlet was supplied
for each mouse 1–2 h before the dark phase (6:00–
6:30 p.m.) (5-cm square of pressed cotton batting,
ZOONLAB GmbH, Castrop-Rauxel, Germany)
and on the next day (9:00–11:00 a.m.), the score of
the nest was assessed similar to a point scale from
Deacon.24 In addition to 1–5 points from Deacon,
we scored 6 points for a perfect nest (>90% is torn)
that looks like a crater and more than 90% of the
circumference of the nest wall is higher than the
body height of the mouse. At the beginning of the
experiment, both behavior assays were performed
two times in group housing, since it was suggested
that mice can learn from each other.24 After the
learning period during the whole experiment, all
the animals were housed individually.
The concentrations of corticosterone were mea-

sured in blood plasma and its metabolites in feces

3Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2020) 1–15 © 2020 The Authors. Annals of the New York Academy of Sciences
published by Wiley Periodicals LLC. on behalf of New York Academy of Sciences.



Distress and side effects of therapies Kumstel et al.

Figure 1. Experimental procedure for the pancreatic carcinomamodel. Laparotomy was executed, and tumor cells were injected
into themurine pancreas onday 0.After a few recovery days, the chemotherapeutic treatmentswere conducted fromday 4until day
37. Met (125 mg/kg) and CHC (15 mg/kg) were i.p. injected daily (A), while Gallo (20 mg/kg) was i.p. injected three times a week
(B). All distress parameters were assessed before (pre) and directly after operation (op) until recovery day 2.During chemotherapy,
all parameters were quantified during the early, middle, and late phase of the therapy.

(FCMs). Feces (200–400 mg) were collected from
home cages 24 h after intervention, dried for 4 h at
65 °C, and stored at –20 °C. Afterward, 50 mg of the
dry feces was extracted with 1 mL 80% methanol
for subsequent analysis using a 5α-pregnane-
3β,11β,21-triol-20-one enzyme immunoassay.13,14
For the quantification of corticosterone in blood
plasma, we used an additional 10 mice because
the blood sampling procedure leads to a stress
response26 and might influence burrowing and
nesting activity, as well as FCM concentrations.
Six mice of an average age of 16.7 (16.1–17.3)
weeks (median/interquartile range) and the aver-
age BW of 28.2 (25–30) g (median/interquartile
range) received Met + Gallo treatment and four
mice of a mean age of 17.4 (14.5–17.6) weeks
(median/interquartile range) and an average
weight of 26.2 (24.9–28) g (median/interquartile
range) were treated with the corresponding sham
intervention. Blood was collected 30 min after
chemotherapy by a retro-orbital puncture after 2–3
min anesthesia with isoflurane (5%). The fast sam-
pling via isoflurane within 3 min is mandatory to
exclude an influence of the sampling method to the
corticosterone level.26,27 The blood samples were
centrifuged (1200 × g for 10 min) and plasma was
stored at –20 °C. Plasma corticosterone concen-
trations were measured using an ELISA-Kit (DEV

9922, Demeditec Diagnostics GmbH, Erfurt, Ger-
many) according to themanufacturer’s instructions.

Data analysis
Data for Figures 2–4 are presented in the form of
a line graph revealing the mean value ± standard
deviation for parametric data with equal variance
and median ± interquartile range for nonparamet-
ric data. For statistical evaluation, the data were
analyzed with the SigmaPlot R© 12.0 (Systat Software
Inc., San Jose, CA) program. The characteristics of
data were assessed by the Shapiro–Wilk and Levene
median equal variance tests. All post-hoc tests were
performed as suggested by this software. In the
case of parametric data, significances of differences
during the perioperative phase were evaluated by a
one-way repeated-measures ANOVA,with pairwise
comparison by theHolm–Sidakmethod. In the case
of nonparametric data, differences were analyzed
by ANOVA on ranks (the Kruskal–Wallis test),
followed by the Student–Newman–Keuls method.
Significances of differences during the therapy
phases were analyzed by a two-way repeated-
measures ANOVA (treatment and phase), with
pairwise comparison by the Holm–Sidak method.
Differences with P ≤ 0.05 were considered to be
significant.
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Figure 2. Animal distress after laparotomy and tumor cell injection. Distress score (A), nesting behavior (B), percentage of BW
change (C), burrowing behavior (D), and FCMs (E) were evaluated before any intervention (pre), after operation (op), and during
recovery (recovery days: rd1 and rd2). Parametric data with equal variance are described as the mean ± standard deviation, and
significances were determined by a one-way repeated-measures ANOVA, followed by pairwise comparison with a Tukey test (B,
D, and E). Nonparametric data are represented as the median ± interquartile range and were analyzed with a repeated-measures
ANOVA on ranks (Kruskal–Wallis test), followed by the Student–Newman–Keuls method (A and C): ∗P ≤ 0.05. (A, B, C, D, and
E; n = 26).

To compare the performance of each parameter
for distress quantification, receiver operating char-
acteristic (ROC) curve analysis was performed. The
data of all animals before and on the day of surgical
intervention were used for distress prediction and
the area under the ROC curve (AUC), the 95%
confidence intervals (CIs), and the P value were
calculated for each parameter. ROC curves are able

to graph the sensitivity of a diagnostic test.28 The
AUC of 1.0 means that the parameter is perfect to
discriminate between the animals before and after
operation, whereas a value of 0.5 indicates no dis-
criminative power for this parameter. To analyze the
AUC of the combination of all three parameters, the
data sets were combined by multiple logistic regres-
sion model and the ROC curves were calculated

5Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2020) 1–15 © 2020 The Authors. Annals of the New York Academy of Sciences
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Figure 3. Animal distress during distinct chemotherapeutic treatments. The distress score was determined at the indicated
phases after Met + Gallo treatment (A) or Met + CHC therapy (B), and compared with the distress score after injection of the
appropriate vehicle (sham). Nesting behavior was evaluated after injection of the appropriate vehicle or after treatment with Met
+Gallo (C) orMet+CHC (D). Nonparametric data are described as themedian± interquartile range (A and B), and parametric
data with equal variance are represented as the mean ± SD (C and D). Significances were determined by a two-way repeated-
measures ANOVA with pairwise comparison by the Holm–Sidak method: ∗P < 0.05, sham versus treatment groups; §P < 0.05,
phase versus phase within treatment groups (A + C: sham n = 5, and Met + Gallo, n = 7; B + D: sham, n = 7, and Met + CHC,
n = 7).

afterward. The best cutoff for the single parame-
ters, such as BW change, burrowing, and FCMs,
was calculated by Youden’s J index, and the data
points during the therapy phases were distributed
to distress levels 1 and 2, according to the cutoff
values.

Multivariate model by logistic regression
Data collected from animals before (pre) and
directly after surgery (op) (n = 26; 52 data point in
total) were used as a training data set. The data table
consisted of two independent variables (burrowing
and FCMs) and the status of each data point (pre
or postop) as the dependent variable. Both inde-
pendent variables were tested for normality (the
Shapiro–Wilk test), as well as multivariate normal-
ity (the Shapiro–Wilk multivariate normality test29)
and in both cases, the tests failed to reject the null
hypothesis for normality. Therefore, (multivariate)

logistic regression was used to fit the basic binomial
model for the classification of sample states (pre/op,
meaning severity level 1/2) in R.30 Using the coeffi-
cients from the fit, the discriminator (line) was plot-
ted into the two-dimensional space of the training
data (variables x = FCMs and y = burrowing). The
classification threshold for predictions was opti-
mized using ROC analysis (cutoff at the combined
sensitivity/specificity maximum).30 The resulting
threshold was then used in the subsequent predic-
tions for both the training and test data to assess
the model’s performance and classification success.
All data collected during the distinct therapy phases
(early, middle, and late) were pooled as test data
sets for each treatment (Met + Gallo, n = 7, 21
data points, orMet+α-cyano-4-hydroxycinnamate
(Met + CHC) n = 7, 21 data points). Finally, these
two categories of treatments were classified sepa-
rately into either state (level 1 or 2).

6 Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2020) 1–15 © 2020 The Authors. Annals of the New York Academy of Sciences
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Figure 4. Analysis of sensitive distress parameters during distinct chemotherapeutic treatments. The percentage of BW change
was analyzed after injection of Met + Gallo (A), Met + CHC (B), or the corresponding vehicle solutions (sham) during the indi-
cated therapy phases. Burrowing behavior was quantified after Met + Gallo (C), Met + CHC (D), or sham treatment. FCM con-
centrations were analyzed after treatment with Met + Gallo (E), Met + CHC, or an appropriate vehicle (F). Parametric data with
equal variance are described as themean± SD (A, C, D, E, and F), and nonparametric are illustrated as themedian± interquartile
range (B). Significanceswere determined by a two-way repeated-measuresANOVAwith pairwise comparisons by theHolm–Sidak
method: ∗P≤ 0.05, sham versus treatment groups; §P≤ 0.05, phase versus phase within treatment group; #P≤ 0.05, phase versus
phase within sham groups; (A, C, and E: sham, n = 5, and Met + Gallo, n = 7; B, D, and F: sham, n = 7, and Met + CHC, n = 7).

Results

The distress of laparotomy and tumor cell
injection
For the evaluation of animal distress after laparo-
tomy and tumor cell injection, all distress param-
eters were assessed before and directly after oper-
ation, and on recovery days 1 and 2 (Fig. 1). The
distress score was slightly increased when assessed

30 min after operation owing to the fact that
42% of mice displayed an abnormal posture by a
slightly curved position (score 320,21). However,
the mice recovered within 1 day (Fig. 2A). The
nesting behavior was reduced significantly after
surgery, followed by a fast recovery (Fig. 2B). We
noticed a slightly nonsignificant reduction in BW
after operation until recovery day 2 (Fig. 2C).
The burrowing behavior was reduced significantly

7Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2020) 1–15 © 2020 The Authors. Annals of the New York Academy of Sciences
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after surgery but recovered within 1 day (Fig. 2D).
We also observed a significant increase in FCM
concentration after operation until recovery day 2
(Fig. 2E). When adding 40 more mice from other
studies to assess distress score and BW change, a
significant change after surgery can be observed for
all distress parameters (Fig. S2, online only).

Distress during chemotherapeutic
interventions
Weevaluated the distress of two distinct chemother-
apies, by treating mice either with (Met + Gallo) or
(Met + CHC). These chemotherapeutic agents are
reported to inhibit the metabolism of carcinoma
cells.31–33

The distress score after Met + Gallo treatment
was significantly increased during the early phase
of therapy, reflected by a score of 3 (abnormal
posture,20,21 caused by stretching of the hind legs)
in 57.1% of the mice. These symptoms were neither
detectable in sham (Fig. 3A), nor in Met + CHC–
treated mice (Fig. 3B). Mice of both combinatorial
treatments constructed nearly perfect nests during
the chemotherapeutic treatment, as given by a
constant nesting score of 4 to 5 (Fig. 3C and D).
We observed a significant reduction in BW dur-

ing the early therapy phase after Met + Gallo treat-
ment, comparedwith the prevalues, while shamani-
mals displayed only a significant BW reduction at
the late phase of therapeutic intervention (Fig. 4A).
After Met + CHC treatment, a significant BW loss
was detected at the late therapy phase (Fig. 4B).
Burrowing behavior was significantly reduced

after Met +Gallo treatment at the early and middle
phases of therapeutic intervention (Fig. 4C). By
contrast, after Met + CHC and its correspond-
ing sham treatment, no significant reduction in
burrowing behavior was observed throughout the
entire therapy period (Fig. 4D).
After Met + Gallo treatment, FCM concentra-

tions were increased throughout the therapy period,
while sham-treated mice showed only a significant
rise in corticosterone metabolites at the late phase
of therapy (Fig. 4E). At the middle phase of therapy,
significantly higher FCM concentrations were eval-
uated after Met + Gallo, compared with the sham
group (Fig. 4E). We wanted to verify these data
and assessed, therefore, the plasma corticosterone
concentration on 10 additional mice. These results
also indicated significant higher corticosterone

concentrations during the middle therapy phase
(Fig. S3, online only). In contrast to Met + Gallo,
the treatment with Met + CHC caused no increase
in FCMs (Fig. 4F). In summary, Met + Gallo treat-
ment seems to cause more distress to mice when
compared with Met + CHC therapy. Especially, the
parameters BW change, burrowing behavior, and
FCMs proved to be sensitive for distress assessment
after chemotherapy, owing to significant alterations
in the therapy phases (Fig. 4A–F). However, few
significant changes were observed in the assessment
of distress–score and nesting behavior after both
combinatorial treatments (Fig. 3). Therefore, we
excluded these parameters when classifying distress
during these chemotherapies.

Classification of distress during
chemotherapies
In order to pursue a multifactorial distress analysis,
we first evaluated the performance of BW change,
burrowing behavior, and FCM concentration, when
differentiating between distress measured before
and after surgical intervention. For this purpose,
we used ROC curve analysis. While the percentage
of BW change displayed a low discriminative power
(A = 0.605, 95% CI: 0.450–0.760) to differentiate
between pre- and postoperative data, burrowing
behavior (A = 0.951, 95% CI: 0.897 to –1.000) and
FCMs (A = 0.901, 95% CI: 0.814–0.988) proved
to be significantly (due to nonoverlapping CIs)
better readout parameters (Fig. 5A–C). However,
the combination of burrowing behavior and FCMs
(A = 0.966, 95% CI: 0.918–1.000), as well as
the combination of all three distress parameters
(A = 0.975, 95% CI: 0.940–1.000), had the highest
performance as indicated by the AUC (Fig. 5D
and E).
With the goal to combine the most efficient

readout parameters in a multifactorial distress
analysis and to classify distinct severity levels,
we generated a training model. Thus, the values
of burrowing behavior and FCM concentrations
were plotted for each animal before (pre) and
after surgical intervention (op) in a 2D scatter
diagram (Fig. 6A). Multivariate logistic regression
separated two clusters by defining a discriminator
(intercept (β0) = –1.6368, P = 0.5259, burrowing
(β1) = 0.0467, P = 0.0067; FCMs (β2) = –0.00572,
P = 0.0312). The cluster, which included 96% data
points of animals before any interventions, was
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Figure 5. ROC curve analysis to evaluate the performance of each single parameter and the combination of parameters for
distress quantification. Data before operation (pre) and after operation (op) from 26mice were used to analyze the discriminatory
power of each parameter. The AUC (A), 95% CI, and P value were assessed separately for BW changes (A), burrowing behavior
(B), and FCMs (C). Additionally, these parameters were determined using multiple logistic regression for the combination of
burrowing + FCMs (D) and the combination of all parameters (E). (A–E: pre and op, n = 26).

classified as severity level 1. The cluster consisting
of 87% data points from animals after surgery
was defined as distress level 2 (Fig. 6B). Using the
established discriminator, to distinguish distress
of animals before and after surgery, this training

model achieved an accuracy of 0.9231, a sensitivity
of 0.9583, and a specificity of 0.8926 (Fig. 6B).
To classify the distress caused during the therapy

phases, the data assessed at the early, middle, and
late phases after each therapy were pooled. The
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Figure 6. A generated 2D training model based on pre- and postoperative data was used to grade the severity of the distinct
therapies. Single data points, which were derived from 26 animals before any intervention (pre; green dots) and after operation
(op, red triangles), are presented in the form of a two-dimensional scatter plot, based on the parameters burrowing and FCMs (A).
To generate a trainingmodel, these data points were spatially separated into two clusters usingmultivariate logistic regression. The
cluster, including 96% data points of animals before any interventions, was classified as severity level 1 (B). The cluster consisting
of 87% data points from animals after surgery was defined as distress level 2. Using the established discriminator, the model is
further characterized by a confusion matrix showing the accuracy, sensitivity, and specificity of the training data (B). Single data
points (crosses), which present the individual distress assessed from the identical animals during the therapy phases (early,middle,
and late) after Met + Gallo (C) or Met + CHC intervention (D), were plotted in the training model. Pre, n = 26, and op, n = 26,
52 data points in total (A); Met + Gallo, n = 7, 21 data points (C), and Met + CHC, n = 7, 21 data points (D).

single test data points were plotted, respectively, for
Met + Gallo and Met + CHC treatment into the
generated training model and were separated into
two distress levels by the discriminator (Fig. 6C
and D). On this basis of this training model, two
data points were assigned to distress level 1 and
19 data points to distress level 2 after Met + Gallo
intervention (Table. 1). By contrast, after Met +
CHC therapy, 12 data points were classified to
distress level 1 and 9 data points to distress level 2.
Thus, during Met + Gallo treatment, mice usually
experienced a higher distress level 2, while animals
mostly experienced a lower distress level 1 during
Met+CHC treatment. Fisher’s exact test confirmed
a significant difference (P = 0.003) in the distress

Table 1. Distribution of distress level after Met + Gallo
compared with Met + CHC intervention, according to
the 2D scatter plot and multivariate logistic regression

Met + Gallo Met + CHC

Level 1 2 12
Level 2 19 9

Note: P = 0.003 by Fisher’s exact test.

level distribution between these two therapies
(Table 1). In addition, the efficiency of distress clas-
sification for single parameters, such as BW change,
burrowing activity, and FCMs, was evaluated.
For this purpose, the best cutoff between pre and
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Table 2. Distribution of distress level by single variables afterMet+Gallo andMet+CHC intervention, according
to the calculated cutoff for the percentage of body weight change (–1.97%), burrowing (144 g), and FCMs (989 ng/g)
by Youden’s J index

Body weight change (%) Burrowing (g) FCMs (ng/g)

Met + Gallo Met + CHC Met + Gallo Met + CHC Met + Gallo Met + CHC

Level 1 6 7 5 13 2 17
Level 2 15 14 16 8 19 4

nonsignificant P = 0.028 by Fisher’s exact test P< 0.001 by Fisher’s exact test

postoperative (op) data was calculated by Youden’s
J index. Data assessed at the early, middle, and late
phases after each therapy were pooled and assigned
to distress level 1 or 2 according to the calculated
cutoff. The cutoff for BW change was determined
at –1.97%, for burrowing activity at 144 g, and for
FCMs at 989.9 nanograms per gram. When assign-
ing BW data according to the determined cutoff
of –1.97%, no significant difference was observed
when comparing Met + Gallo with Met + CHC
therapy (Table 2). This is consistent with a low per-
formance of BW when differentiating between pre
and postoperative distress levels (Fig. 5A). When
analyzing burrowing activity as a single readout
parameter, animals experienced at most time points
distress level 2 duringMet+Gallo treatment, while
animals mostly experienced distress level 1 during
Met + CHC treatment (Table 2). Fisher’s exact test
confirmed a significant difference (P = 0.028) in
the distress level distribution between these two
therapies. When evaluating FCMs, animals mostly
experienced distress level 2 during Met + Gallo,
while Met + CHC–treated animals usually expe-
rienced distress level 1 (Table 2). Fisher’s exact test
confirmed a significant difference (P < 0.001) in
the distribution between these two therapies. These
results demonstrate that Met + Gallo treatment
causes more distress thanMet+CHC intervention.

Discussion

This study concluded that simple, noninvasive
methods can identify the side effects of therapies
and grade the severity of animal experiments. A
2D scatter plot followed by multivariate logistic
regression was able to combine multiple readout
parameters when defining specific distress levels.
Similar distress levels were also obtained, when
using a single readout parameter, by the application
of ROC curve analysis and Youden’s J index. Such

multi and univariate methods might be beneficial
for future evaluation of animal experiments and
might detect side effects of therapies.
Multivariate analysis was also applied in other

studies to analyze the distress of animals. For
example, Häger et al. assessed the severity of a
murine colitis model and restrain stress interven-
tion by k-means clustering of BW and voluntary
wheel running data.34 Seiffert et al. used principal
component analysis to quantify, if tethered or tele-
metric monitoring of epileptic seizures causes more
distress to rats.35 In contrast to these studies, we
critically evaluated the efficiency of single param-
eters for distress quantification compared with a
multifactorial method. Using burrowing and FCMs
as a single readout parameter, as well as using them
in the form of a multifactorial analysis, supported
the same conclusion. Thus, one could critically ask
the question, whether it is not enough to rely on
a single parameter. However, one of our previous
studies demonstrated that the performance of dif-
ferent readout parameters differs between distinct
animal models, such as chronic pancreatitis or
laparotomy.31 In addition, some of the used param-
eters might not score exclusively distress. They
might also be influenced by positive excitement or
different physiological responses.6 Even corticos-
terone is known to be influenced by, for example,
the circadian rhythm,36–38 estrus circle,36,39 or sex-
ual arousal.40 Thus, relying on only one parameter
increases the risk to reach an incorrect conclusion.
This potential bias is reduced when using a mul-
tivariate distress analysis. However, the subjective
bias during the assessment of the parameters was
unfortunately not reduced by randomization or
blinding, which is a limitation of the present study.
In this study, we determined two distinct severity

levels using the univariate andmultivariate analysis.
Severity level 1 was defined in the 2D scatter plot
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by a cluster, which included 96% of the data points
measured before any intervention (Fig. 6). The
univariate discrimination of burrowing behavior
and FCMs by Youden’s J index obtained a similar
confusion matrix with 91.7–96.0% of data points
assessed before intervention assigned to distress
level 1 (data not shown). The burrowing activity, as
well as the FCM concentrations, is similar to data
of healthy mice41,42 or mice undergoing very mild
stressors, such as single isoflurane anesthesia.43 We,
therefore, suggest that severity level 1 represents
“mild” distress.
Severity level 2 was defined as a cluster that

included 87% of the data points after and 4% of data
points before surgery (Fig. 6). A similar reduction
of burrowing activity (∼50–100%) or an increase
in FCM concentrations (3- to 4-fold) could also be
observed after intrabone marrow transplantation44
or during chronic pancreatitis.18 The EU-Directive
2010/63/EU suggests that surgical interventions
with proper anesthesia might be ranked as moder-
ate severity.4 According to the fact that the cluster
defining severity level 2 obtained most data mea-
sured after surgical intervention and in agreement
with the above-cited literature and considering
the EU-Directive 2010/63/EU, we suggest that
the severity level 2 represents “moderate” distress.
We recognized that not only surgery but also
anesthesia and analgesia may influence our used
distress parameters. For example, isoflurane anes-
thesia without any surgery is reported to provoke
significant alterations of burrowing and nesting
activity.10,45,46 However, anesthesia and analgesia
aremandatory for surgical interventions and we did
not separately analyze these aspects in this study.
On the basis of the classification of all data points

to distress levels 1 and 2, we can define that mice
after the Met + Gallo intervention experience
mainly “moderate” and rarely “mild” distress. By
contrast, the distress caused by the Met + CHC
intervention can be mainly classified as “mild.”
These data are consistent with clinical studies,
which describe that different chemotherapeu-
tic treatments have distinct side effects and can,
therefore, cause different levels of distress.47 Met
is known as an antidiabetic drug with recently
described anticancer effects.48 Therefore, Met is
used in several clinical trials as a treatment for dif-
ferent cancer types, with minor side effects.49 Gallo
and CHC were not used in clinical trials so far and

little is known about potential side effects. During
the early phase of Gallo treatment, we observed
that some mice showed writhing behavior, which
is expressed by a stretching of the hind legs and
a pressing of the abdomen into the substrate 30
min after injection. This behavior is known to be
a sign of abdominal discomfort50 and supports the
assumption that Gallo causes drug-specific distress
in animals. Writhing behavior is mostly associated
with visceral pain,50 which might imply that the
used analgesic metamizol is unable to completely
cover the pain induced by Gallo. Thus, the concen-
tration of the self-administered metamizol might
be insufficient in some mice, or even more efficient
analgesics, such as opioids, might be required in
future animal studies to cover drug-induced pain.
However, in the late phase of chemotherapy, these
animals seem to desensitize to the Gallo injection,
showing fewer signs of discomfort (Fig. 3A). This
observation is in line with reports that mice are able
to habituate to chronic stressors like intraperitoneal
(i.p.) injections.37 Thus, our results indicate that
besides severity assessment, multivariate or univari-
ate distress analysis could also be used for judging
side effects of therapies. Toxicological analysis of
potent drugs in animals ismandatory before clinical
trials. Current toxicological studies include moni-
toring of the cardiovascular and respiratory system
combined with histopathological, biochemical,
immunological, and hematological analysis.51–53
Blood collection and analytic methods to monitor
the cardiovascular and respiratory systems are
highly invasive or require the restraining of ani-
mals and might, therefore, influence physiological
readout parameters.52 However, using noninva-
sive parameters, such as burrowing and FCMs, in
longitudinal studies allows to detect side effects of
some therapies without additional stress induction.
This would, therefore, contribute to the refinement
of pharmaceutical research without increasing the
number of animals. For example, cardiovascular
monitoring of rodents is mainly performed with
implanted radiotelemetric transmitters.54 Our
working group analyzed in a previous study that
noninvasive parameters, such as burrowing, nest-
ing, FCMs, and BW, are as efficient as continuous
monitoring of heart rate, body temperature, and
activity by telemetry for distress analysis.17
Burrowing activity is also comparable with the

so-called “activities of daily living” in humans
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and impairment can be an early indicator for
neurological disorders.55–57 Activity and motoric
dysfunction of rodents are currently used to iden-
tify the potential neurotoxicity of drugs.58 The
addition of noninvasive behavior tests, such as
burrowing activity, might be the first step to assess
side effects, such as headache, dizziness, or men-
tal disturbances, which can barely be assessed by
traditional toxicological methods.8
Besides contributing to the refinement by eval-

uating the side effects of drugs, the presented
multivariate model can be used as a practical tool
to assess distress in many different animal models
and interventions. This could provide the basis
not only for correctly classifying animal models
according to their severity but could also be used to
assess the effect of refinement methods in animal-
based research, that is, analgesia or environmental
enrichment.
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Fig. S1

Fig. 2

n=26, Fig. 6 A, B
age: 16.7/14-18.4 weeks; 
weight: 27/25.3-27.7 g (median/IQR) 

Met+Gallo
n=7, Fig. 3, 4, 6C
age: 13.6/13.4-14
weeks, 
weight: 25/23.1-26.3 g
(median/IQR)

Sham (Met+Gallo)
n=5 Fig. 3, 4
age: 14 weeks; 
weight: 26/24.4-26.4 g
(median/IQR)

Met+CHC
n=7 Fig. 3, 4, 6D
age: 18.5/18.3-21.3
weeks
weight: 27/26.2-27.7 g
(median/IQR)

Sham Met+CHC
n=7 Fig. 3, 4 
age: 18.5/18.3-21.4
weeks
weight: 28/27.5-29.3 g
(median/IQR)

Fig. 5 

Fig. 3, 4, 6

Fig. S1 Number of animals for distress assessment. Data for the description of the pre- and
post-operative phase was obtained from 26 mice (Fig. 2, 5). The same mice were also used as
training datasets for the multivariate distress analysis (Fig. 6A, B). These mice were further
allocated into the distinct treatment groups Met+Gallo n=7, Sham (Met+Gallo) n=5; Met+CHC
n=7, Sham (Met+CHC) n=7 (Fig. 3, 4, 6C, D). 10 additional mice were used for the analysis of
plasma corticosterone concentration during Met+Gallo (n=6) and the corresponding Sham
treatment (n=4) (Fig. S3).

description of pre- and post-operative phase

therapy phase

n=26, Fig. 2; Fig. 5
age: 16.7/14-18.4 weeks; 
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Fig. S2 n=10 mice: plasma corticosterone Fig. S2
n=6, Met+Gallo: age:16.7/16.1-17.3 weeks ;
weight: 28.2/25-30 g (median/IQR)
n=4, Sham (Met+Gallo):age: 17.4/14.5-17.6 weeks; 
weight: 26.2/24.9-28 g (median/IQR)
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Fig. S2. Animal distress after laparotomy and tumor cell injection, using up to 40
additional mice A distress-score (A), nesting behavior (B), percentage of body weight
change (C), burrowing behavior (D) and fecal corticosterone metabolites (FCMs) (E) were
evaluated before any intervention (pre), after operation (op) and during recovery (recovery
days: rd1 and rd2. Parametric data with equal variance are described as mean ± standard
deviation and significances were determined by one way repeated measure ANOVA, followed
by pairwise comparison with Holm-Sidak-Method (E). Non-parametric data are represented
as median ± interquartile range and were analyzed with repeated-measures ANOVA on ranks
(Kruskal-Wallis test), followed by Student-Newman-Keuls-Method (A, B, C, D): *p≤0.05.
(A+C: n= 66; B: n=43; D: n=30; E: n= 28).
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Fig. S3

Fig. S3. Corticosterone concentration in blood plasma. Corticosterone
concentrations were analyzed after treatment with Met+Gallo or the appropriate
vehicle (Sham) before any intervention (pre), and during the early, middle and late
phase of therapy. Significances were determined by two way repeated measures
ANOVA with pairwise comparisons by Holm-Sidak-Method: *p≤0.05: Sham vs.
treatment group; §p≤0.05: phase vs. phase within treatment group; #p≤0.05: phase
vs. phase within Sham group. (Sham n=4; Met+Gallo n=6).
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