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1 Einleitung

1.1 Eigenschaften malignen Wachstums

Zahlreiche aktuelle Innovationen in der Onkologie haben Krebstherapien effek-
tiver werden lassen (Kantarjian H et al., 2002; Piccart-Gebhart MJ et al., 2005;
Shen YC et al., 2010). Immer haufiger ergdnzen sogenannte Biologics wie mo-
noklonale Antikdrper und small molecules etablierte medikamentése Krebsthe-
rapien. Sie hemmen entweder gezielt den Signalfluss in die Krebszelle oder
blockieren innerhalb der Krebszelle solche Signalwege, die zur Tumorbildung
bzw. Metastasierung beitragen. Trotzdem bleiben maligne Erkrankungen auch
weiterhin eine therapeutische Herausforderung. Sie stellen mit 28,8 % bei Man-
nern und 22,4 % bei Frauen die zweithaufigste Todesursache in Deutschland
nach Herz-Kreislauferkrankungen dar (www.dkfz.de, Zahlen fur 2012). Die
Weltgesundheitsbehérde WHO erwartet im Jahr 2030 weltweit einen Anstieg
der durch Krebserkrankungen verursachten Todesfalle um 45 % (www.who.int,
Zahlen fiir Juli 2013).Y

Das Ziel in der Onkologie muss daher weiterhin sein, neue molekulare Struktu-
ren zu identifizieren und ihre Eignung fur therapeutische Ansatze zu prifen. So
wird seit einigen Jahren der Stoffwechsel von Tumoren wieder intensiv unter-
sucht, nachdem dieser bereits in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts im Fo-
kus des wissenschaftlichen Interesses stand. So berichteten Warburg und
Minami im Jahr 1923 iiber eine starke Bildung von Milchsaure ? an Gewebe-
schnitten solider Tumoren in Gegenwart von Sauerstoff (Warburg O, Minami S,
1923). In normalen Koérperzellen wird die Bildung von Milchsaure durch Anwe-
senheit von Sauerstoff gehemmt, was als Pasteur-Effekt® bezeichnet wird
(Pasteur L, 1861). Fur die von Warburg beobachtete Eigenschaft von Tumoren
hat sich die Bezeichnung Warburg-Effekt durchgesetzt. Es gilt als allgemein

Y'Der von der WHO prognostizierte weltweite Anstieg der Krebserkrankungen im Jahr 2030 soll von 8,7
auf 12,6 Millionen ansteigen.

2 Bei den in der Zelle vorherrschenden physiologischen Bedingungen liegt Milchséure zum grof3ten Teil in
Form ihres Anions, dem Laktat, vor: CH3-CHOH-COOH — CH3-CHOH-COO™ + H'.

% Der von Louis Pasteur 1861 bei Hefen entdeckte Effekt beschreibt einen starkeren Verbrauch an Gluko-
se bei anaeroben als bei aeroben Bedingungen; gleichzeitig bilden sie mehr Ethanol (alkoholische G&-
rung). Ein &hnlicher Effekt unter anaeroben Bedingungen ist auch am Muskel zu beobachten, wobei dieser
Laktat bildet.


http://www.dkfz.de/

akzeptiert, dass der Warburg-Effekt Tumorzellen ermdglicht, sich perfekt an die
in soliden Tumoren vorherrschenden hypoxischen Bedingungen anzupassen
(Solaini G et al., 2010).

1.2 Biochemische Grundlagen des Zellstoffwechsels

Jede Zelle bendétigt zur Aufrechterhaltung ihrer strukturellen Integritat und zahl-
reichen Funktionen Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Je nach
Stoffwechsellage deckt die Zelle dabei ihren Energiebedarf zu unterschiedli-
chen Teilen aus dem Abbau von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen. Dabei
entstehen verschiedenste Zellkomponenten wie die Vorstufen von Makromole-
kilen (z. B. Pentosen fur die Synthese von Nukleinsauren), das fur reduktive
Biosynthesen wichtige Reduktionséquivalent NADPH * und der zellulare Ener-
gietrager ATP. Ein Uberaus wichtiger Energielieferant fir den Zellstoffwechsel
ist Glukose, die im Zytosol Uber den Embden-Meyerhof-Weg (Glykolyse)
metabolisiert wird (Dashty M, 2013). Bei der Glykolyse, Uber die nahezu samtli-
che biologischen Systeme verfligen, handelt es sich um einen mehrstufigen
enzymatischen Abbau von Glukose zur Energiegewinnung. Im ersten Abschnitt
des Glukosekatabolismus wird Glukose in der Glykolyse zu Pyruvat oxidiert ®,
wobei gleichzeitig ATP und die Reduktionsaquivalente bzw. Cofaktoren
NADH+H" gebildet werden (Locasale JW, Cantley LC, 2011; Horn F, 2012;
Dashty M, 2013). Im zweiten Abschnitt des Glukosekatabolismus wird Pyruvat
verstoffwechselt, wobei die An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff dariiber ent-
scheidet, Uber welchen der beiden zur Verfigung stehenden Stoffwechselwege

Pyruvat abgebaut wird.

Bei Anwesenheit von Sauerstoff (aerobe Bedingungen oder Normoxie) wird
Pyruvat in die Mitochondrien tberfuihrt. Den Zugang zum Citratzyklus stellt der
Multienzymkomplex Pyruvat-Dehydrogenase her, der durch oxidative
Decarboxylierung aus Pyruvat das Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) herstellt

4 Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat.

% Der Kohlenstoff in Pyruvat weist eine hdhere Oxidationsstufe (namlich +0,7) auf als in Glukose (+0). Die
Oxidationsstufe ergibt sich aus dem Verhaltnis von Kohlenstoff (C) zu Wasserstoff (H). Das C:H-Verhéltnis
in Glukose betragt 1:2 und in Pyruvat 1:1,3. Das bedeutet, dass der Kohlenstoff in Glukose stérker redu-
ziert vorliegt als in Pyruvat.



(Dashty M, 2013). Die beiden Kohlenstoffatome im Acetyl-CoA werden an-
schlieend im Citratzyklus zu zwei Molekllen Kohlendioxid (CO,) oxidiert
(Mathupala SP et al., 2009; Dang CV, 2012; Dashty M, 2013). Bei der Oxidation
von Acetyl-CoA werden pro C,-Koérper vier Paare an Wasserstoffatomen (4H, =
8H" + 8e") auf die Reduktionsaquivalente NAD" und FAD iibertragen. Dabei
entstehen drei Molekille NADH+H" und ein Molekill FADH, (Horn F, 2012;
Dashty M, 2013). In der inneren Mitochondrienmembran wird die Oxidation der
Reduktionsaquivalente mit der Bildung von ATP gekoppelt, was als oxidative
Phosphorylierung bezeichnet wird. Hierbei werden die Wasserstoffatom-Paare
auf Sauerstoff tbertragen und zu Wasser (H.O) reduziert: 4H" + 4e™ + O,
— 2H,0. Insgesamt entstehen aus einem Molekil Glukose uber Glykolyse,
Citratzyklus und oxidative Phosphorylierung (OxPh) bis zu 30 Molekile ATP
(Tab. 1.1; Horn F, 2012).

Bei Abwesenheit von Sauerstoff (anaerobe Bedingungen oder Hypoxie ® ver-
bleibt Pyruvat im Zytosol und wird dort durch die Laktat-Dehydrogenase zu
Laktat reduziert (Dashty M, 2013). Bei dieser Reaktion werden die Reduktions-
aquivalente NADH+H" zu NAD" regeneriert. Das ist notwendig, damit auch wei-
terhin oxidierte Reduktionsaquivalente fur die Glykolyse zur Verfiigung stehen
und diese nicht stoppt. Bei der sogenannten Milchsauregarung oder anaeroben
Glykolyse ” wird kein weiteres ATP gebildet. Milchsauregarung und Glykolyse
weisen somit die gleiche ATP-Bilanz auf (Tab. 1.1). Im Vergleich zu den Stoff-
wechselwegen Glykolyse, Citratzyklus und OxPh sind die beiden Stoffwechsel-
wege Glykolyse und Milchséduregarung hinsichtlich der ATP-Ausbeute (30 ver-
sus 2 Molekile ATP pro Molekil Glukose) wesentlich ineffizienter (Tab. 1.1).
Ein Uber die Glykolyse ausreichend hoher Glukoseumsatz kann dieses Defizit
ausgleichen (Vander Heiden MG et al., 2009; Locasale JW, Cantley LC, 2011).

® Beide Begriffe sind nicht synonym zu verwenden (ebenso wenig wie ,aerob“ und ,Normoxie®). Fur die
Untersuchungen in dieser Arbeit ist zudem der Begriff Hypoxie, also die Minderversorgung mit Sauerstoff,
zutreffender. Der Begriff anaerob bedeutet ohne Sauerstoff lebend und kann fiir eukaryotische Zellen nur
ein temporarer Zustand sein.

") Die Begriffe ,aerobe“ und ,anaerobe“ Glykolyse, die im englischsprachigen Raum héaufig verwendet
werden (aerobic, anaerobic glycolysis), sind etwas ungliicklich, da die Glykolyse per se keinen Sauerstoff
bendtigt. Mit dem Begriff ,aerobic glycolysis® wird sowohl die Zellatmung als auch der Warburg-Effekt
bezeichnet und mit dem Begriff ,anaerobic glycolysis“ die Milchsauregarung.



Auch wenn der Warburg-Effekt und die Milchsauregarung die Bildung von
Milchsdure gemeinsam haben, sind beide Stoffwechselsituationen nicht iden-
tisch, da sie sich in der Energiebilanz erheblich unterscheiden (Tab. 1.1). Be-
reits Warburg erkannte, dass Tumoren bei Normoxie Glukose nicht ausschliel3-
lich vergaren (im Ggs. zur Hypoxie). So werden ca. 15-45 % des Pyruvats im
Zytosol zu Laktat reduziert und ca. 55-85 % des Pyruvats in den Mitochondrien
fur die Atmung eingesetzt (Warburg O, 1955; Vander Heiden MG et al., 2009).
Das bedeutet, dass in Krebszellen durch den Warburg-Effekt die drei Stoff-
wechselwege Glykolyse, Citratzyklus und oxidative Phosphorylierung in einem
anderen Verhaltnis zueinander stehen als in normalen bzw. benignen Zellen.
Das bedeutet ebenfalls, dass solche Zellen zwar weniger ATP als benigne Zel-
len bilden, aber doch wesentlich mehr als die 2 Molektile ATP pro Molekil Glu-
kose aus der Glykolyse. Werden 15 % von dem in der Glykolyse gebildeten
Pyruvat zu Laktat reduziert, so stehen noch 85 % des Pyruvats fiur die Oxidation
in den Mitochondrien zur Verfigung bei einer Ausbeute an ATP von immer
noch ca. 22 Molekulen () pro Molekll Glukose (Tab. 1.1). Steigt der Anteil an
Pyruvat, der zu Laktat reduziert wird, auf 45 % an (wie von Warburg berechnet),
so ist die Zelle immer noch in der Lage, ca. 17 Molekule ATP pro Molekul Glu-
kose zu bilden. Die Situation &ndert sich, sobald die Versorgung mit Sauerstoff
nicht mehr ausreicht. Unter anaeroben Bedingungen bzw. Hypoxie unterschei-
den sich Krebszellen und benigne Zellen nicht mehr in ihrem Stoffwechsel. In
Hypoxie sind maligne und benigne Zellen zudem vollstandig von Glukose ab-
hangig, da dies der einzige Energietrager ist, mit dem eukaryotische Zellen
auch ohne Sauerstoff Energie gewinnen kénnen (Krebs HA, 1972; Racker E,
1974). Im Gegensatz zu Tumorzellen bilden benigne Zellen Laktat ausschliel3-
lich in Hypoxie (Warburg O, 1925; Krebs HA, 1972) bzw. wéhrend ihrer Tei-
lungsphase (Wang T et al., 1976).



Tab. 1.1: Energiebilanz des Glukoseabbaus bei Ab- und Anwesenheit von Sauerstoff. Der
Gewinn an ATP pro Molekul Glukose ist fur die anaerobe und aerobe Situation berechnet. Die-
sen Berechnungen ist der ATP-Gewinn beim Warburg-Effekt (aerobe Glykolyse), der defini-
tionsgeman in Gegenwart von Sauerstoff (Normoxie, aerob) ablauft, gegeniibergestellt.

Substrat Produkt ATP
Anaerob
Glykolyse 1 Glukose 2 Pyruvat + 2 ATP + 2 NADH+H" 2
Milchséuregérung | 2 Pyruvat + 2 NADH+H" 2 Laktat + 2 NAD"
2
Aerob
Glykolyse 1 Glukose 2 Pyruvat + 2 ATP + 2 NADH+H" 2
PDH" 2 Pyruvat 2 Acetyl-CoA + 2 NADH+H"
Citratzyklus 2 Acetyl-CoA 6 NADH+H" + 2 GTP + 2 FADH, 29
OxPh ? 10 NADH+H"? 23,1 ATP + 10 H,0 23,1
OxPh 2 FADH, 2,76 ATP + 2 H,0 2,76
29,86
Warburg-Effekt
Glykolyse 1 Glukose 2 Pyruvat + 2 ATP + 2 NADH+H" 2
Milchsauregérung | 0,3 Pyruvat + 0,3 NADH+H"® | 0,3 Laktat + 0,3 NAD"
PDH 1,7 Pyruvat 1,7 Acetyl-CoA + 1,7 NADH+H"
Citratzyklus 1,7 Acetyl-CoA 5,1 NADH+H"+ 1,7 GTP + 1,7 FADH, | 1,77
OxPh 6,8 NADH+H" 15,71 ATP + 6,8 H,0 15,71
OxPh 1,7 FADH, 2,35 ATP + 1,7 H,0 2,35
22,76

Y PDH: Pyruvat-Dehydrogenase; 2 OxPh (Oxidative Phosphorylierung). Der ATP-Gewinn durch
Oxidation der Reduktionsaquivalente wurde wie folgt berechnet: Pro Mol NADH+H" werden
2,31 mol ATP und pro Mol FADH, 1,38 mol ATP gebildet (Brand M, 2005; Horn F, 2012); % Die
10 Molekile NADH+H" kommen wie folgt zustande: 2 NADH+H" aus der Glykolyse, 2
NADH+H" aus der Reaktion der PDH und 6 NADH+H" aus dem Citratzyklus; ¥ GTP und ATP
sind energetisch identisch (Horn F, 2012); ® Die Berechnungen zum Warburg-Effekt basieren
auf den Angaben von Warburg (1955) und Van der Heiden und Kollegen (2009); s. auch Text.
Zur Ermittlung der ATP-Bilanz wurde angenommen, dass 15 % des Pyruvats zu Laktat reduziert
wird. Der Energiebedarf durch den Transport von NADH+H", das in der Glykolyse gebildet wird,
in die Mitochondrien wurde bei der Bilanzierung nicht berticksichtigt.



1.3 Aufbau von Mitochondrien und Funktion der Atmungskette

Da in der vorliegenden Arbeit auch die Funktion von Mitochondrien in Krebszel-
len untersucht wurde, wird an dieser Stelle ein kurzer Uberblick zum Aufbau
von Mitochondrien und zur Funktionsweise der Atmungskette gegeben (Abb.
1.1).

Mitochondrien sind ovale Zellorganellen und bestehen aus den vier Komparti-
menten &ullere (Doppel-) Membran (AM), Intermembranraum (IMR), innere
Membran (IM) und mitochondriale Matrix. Die Oberflache der inneren Membran
wird durch sogenannte Cristae vergrof3ert (Kulawiak B et al., 2013; Chaban
Y et al.,, 2014), in der sich mehrere Kopien der Proteinkomplexe I-IV und der
ATP-Synthase (Komplex V) befinden (Abb. 1.1). Die vier Komplexe der At-
mungskette und die ATP-Synthase sind fir die Energiegewinnung der Zelle zu-
standig (Chaban Y et al., 2014).

Die ATP-Synthese an der Atmungskette wird als oxidative Phosphorylierung
bezeichnet. Hierzu werden die Elektronen von den Reduktionsaquivalenten
NADH+H" und FADH, iiber die Komplexe | und Il in die Elektronentransportket-
te eingeschleust, Uber die Komplexe Il und IV transportiert und anschlie3end
auf molekularen Sauerstoff Ubertragen. Die Energie der Elektronen wird dazu
genutzt, um Uber die Komplexe I, 1ll und IV Protonen aus der Matrix in den
Intermembranraum zu transportieren. Dieser Protonengradient oder elektro-
chemische Gradient verfligt Uber ein ausreichend grof3es Potential, um die
oxidative Phosphorylierung von ADP zu ATP durch die ATP-Synthase zu er-
maoglichen (Kulawiak B et al., 2013; Chaban Y et al., 2014).

Komplex I, auch als NADH-Dehydrogenase bezeichnet, besitzt einen hydrophi-
len Arm in der Matrix und einen hydrophoben Arm in der Membran (Wiedemann
J, 2012; Chaban Y et al., 2014). An seinem hydrophilen Arm bindet NADH+H",
das zwei Elektronen ubergibt, die innerhalb von Komplex | Gber sieben Eisen-
Schwefel-Komplexe zum hydrophoben Arm Ubertragen werden. Von dort wer-
den sie an das Coenzym Ubiquinon (UQ) abgegeben, das dadurch zu Ubiquinol



(UQH) reduziert wird. Gleichzeitig transportiert Komplex | vier Protonen in den
Intermembranraum (Wiedemann J, 2012; Chaban Y et al., 2014).

Komplex Il oder Succinat-Dehydrogenase ist neben Komplex | die zweite Ein-
trittsstelle fur Elektronen in die Atmungskette (Kulawiak B et al., 2013; Chaban
Y et al.,, 2014). Komplex Il transportiert keine Protonen uber die innere Mem-
bran, sondern Ubertragt ausschliel3lich Elektronen auf Ubiquinon (Kulawiak
B etal., 2013; Chaban Y etal., 2014). Komplex Il ist die Succinat-Dehydro-
genase des Citratzyklus, die die Oxidation (Dehydrierung) von Succinat zu
Fumarat katalysiert und die Elektronen vom gebildeten FADH, an Ubichinon
abgibt (Chaban Y et al., 2014).

Komplex Ill, der auch als Cytochrom-c-Oxidoreduktase bezeichnet wird, tber-
tragt die Elektronen vom Ubichinol auf Cytochrom c. Dies geschieht tUber den
sogenannten Q-Zyklus, auf den an dieser Stelle nicht ndher eingegangen wird.
Der Q-Zyklus ist notwendig, da Ubichinol zwei Elektronen transportiert, die
Cytochrome aber jeweils nur ein Elektron. Pro Molekul Ubiquinol (UCH;) wer-
den zwei Molekule Cytochrom c¢ reduziert und vier Protonen in den

Intermembranraum gepumpt (Wiedemann J, 2012; Kim HJ et al., 2012).

Komplex IV oder Cytochrom-c-Oxidase oxidiert vier Molekile Cytochrom c. Da-
bei werden vier Elektronen auf molekularen Sauerstoff Gbertragen, der dadurch
zu Wasser (H20) reduziert wird. Auch Komplex IV wirkt als Protonenpumpe und
pro Elektronenpaar werden 2 Protonen (insgesamt vier) in den

Intermembranraum transportiert (Chaban Y et al., 2014).

Komplex V, ATP-Synthase oder Fi-Fo-ATP Synthase, ist ein Transmem-
branprotein, das die Energie des Protonengradienten zur Bildung von ATP nutzt
(Weber J, Senior AE, 2003; Chaban Y et al., 2014). Die ATP-Synthase besteht,
ohne dabei zu sehr ins Detail zu gehen, aus dem in die Membran eingebetteten
hydrophoben Fo-Teil und dem in die Matrix ragenden hydrophilen F;-Teil (Abb.
11.1 im Anhang), in dem die ATP-Synthese erfolgt. Beide Teile sind miteinan-
der verbunden. Protonen gelangen aus dem Intermembranraum Utber den Fo-
Teil in die Matrix (Weber J, Senior AE, 2003) und versetzen dabei den F;-Teil in

-7 -



eine Drehbewegung. Diese l6st Konformationsédnderungen an den Untereinhei-
ten des F;-Teils aus, die zur Bildung von ATP aus ADP und anorganischem
Phosphat P; und zur Freisetzung von ATP fuhren (Wiedemann J, 2012; Ahmad
Z, Cox JL, 2014). Jeweils funf Protonen sind notwendig, um eine fur die ATP-
Synthese ausreichende Drehbewegung des F;-Teils auszulésen (Wiedemann
J, 2012).

B Malonat
H* H+ H*
IMR A Rotenon Myxothiazol A Antimycin A Cyanid Oligomyein
= SO Cyt Cpoopo ===
e:~.:/
ki : KIII KTV KV
IM ff ff (O] Efff ffff
FAD —</]
P CJ_KII ?
H FADH+H \/
\ Succinat F t T 2H* +120, H,0
MATRIX NADH+H* T NAD: - et rumard o 0
H* ADP+P ATP
Malat / Pyruvat H*

Abb. 1.1: Aufbau des Mitochondriums. A) Das Mitochondrium mit seinen vier Kompartimen-
ten: (1) AuRere Membran (AM), (2) Innere Membran (IM) mit Cristae zur OberflachenvergroRe-
rung, (3) Intermembranraum (IMR) und (4) Matrix. B) Die Komplexe der Atmungskette und ihre
Hemmstoffe (auf der oberen Seite der Doppelmembran aufgefuhrt). Die innerliegende gestri-
chelte Linie zeigt den Elektronenfluss. Fur Erlauterungen siehe Text. Verandert nach Brugger
H, 2006 und Wiedemann J, 2012.

Die Funktion der Atmungskette kann an bestimmten Stellen mit Hemmstoffen
(Abb. 1.1) beeinflusst werden (Hofhaus G et al., 1996; Berry EA et al., 2000;
Stock D et al., 2000; Kim YS, 2002; Brand MD, Nicholls DG, 2011). Einige die-



ser Hemmstoffe, wie Rotenon und Oligomycin, wurden in dieser Arbeit einge-

setzt, um die Kapazitat der Atmungskette zu messen.

1.4 Mechanismen zur Anpassung an Hypoxie

In den meisten Geweben herrscht eine physiologische Sauerstoffkonzentration
von 2 % bis 11 % vor, wahrend Tumoren in der Regel mit weniger als 2 % Sau-
erstoff versorgt sind (Bertout JA et al., 2008). Der Hauptgrund fur die im Tumor
vorherrschende Hypoxie ist eine ineffektive (abnorme) Vaskularisation, was die
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen beeintrachtigt (Vaupel P, Mayer A,
2007; Kim JW et al., 2007). Tumorzellen, die mehr als 5-10 Zellschichten vom
Tumorstroma mit seinen versorgenden BlutgefaRen entfernt liegen, befinden
sich bereits in Hypoxie (Gatenby RA et al., 2007). Der in Hypoxie verénderte
Stoffwechsel von Tumorzellen wird mafigeblich durch den ,Hypoxie-induzierten
Faktor 1“ (HIF-1) ausgelost. HIF-1, ein aus a- und B-Untereinheit bestehendes
Heterodimer, reguliert die Transkription zahlreicher Gene, wozu auch solche
gehoren, die fir verschiedenste Enzyme der Glykolyse und fur die
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT2 kodieren (Hockel M, Vaupel P, 2001;
Bertout JA et al., 2008; Meijer TWH et al., 2012). HIF-1a sorgt auch daflr, dass
die Verbindung zwischen Glykolyse und Mitochondrien ,gekappt® wird. Hierzu
induziert HIF-1a die Expression der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase 1 (PDK1),
die ihrerseits die Pyruvat-Dehydrogenase hemmt und somit Pyruvat im Zytosol
verbleibt (Kim JW et al., 2006; Dang CV, 2012).

Eine gesteigerte Glykolyse in Tumorzellen ist die einzige Mdglichkeit, um in
Hypoxie existieren zu konnen. Die auf die Glykolyse beschrankte geringere
ATP-Produktion (Tab. 1.1) wird durch einen erhdhten Glukoseumsatz (Aufnah-
me und Verbrauch) kompensiert (Vander Heiden MG et al., 2009; Locasale JW,
Cantley LC, 2011). Hierdurch machen sich die Zellen jedoch von einer uneinge-
schrénkten Versorgung mit Glukose abhéngig. Wird diese unterbrochen bzw.
erreicht Glukose nicht mehr die Zellen oder kann von diesen nicht mehr aufge-
nommen werden, dann steht den in Hypoxie befindlichen Zellen kein geeigneter

Energietrager mehr zur Verfigung (Vander Heiden MG et al., 2009).



Samtliche Anpassungsmoglichkeiten der Zelle an hypoxische Bedingungen
kdnnen nicht dartiber hinwegtauschen, dass Hypoxie fur Zellen bedrohlich wer-
den kann. Folgen der Hypoxie sind ATP-Verlust bei Glukosemangel, ein Kolla-
bieren des Natrium-Kalium-Gradienten, Depolarisationsvorgange an der Memb-
ran, die vermehrte Aufnahme von Chloridionen, das Anschwellen der Zelle, ein
Anstieg der Calcium-Konzentration im Zytosol und intrazellulare Acidose. Sol-
che Veranderungen kénnen zum Zelltod fihren. So ist bekannt, dass Hypoxie
apoptotische Vorgéange in der Zelle auslost — und zwar Uber HIF-1a und dber
die Expression von p53 durch die p53-abhdngigen Gene Apaf-1 (,apoptotic
protease activating factor 1“) und Caspase-9 (Hockel M, Vaupel P, 2001).

1.5 Die lsoenzyme der Laktatdehydrogenase (LDH)

Im Kapitel 1.2 wurde bereits die Bedeutung der Laktatdehydrogenase (LDH) zur
Aufrechterhaltung der Glykolyse in Hypoxie und fur den Warburg-Effekt erlau-
tert. LDH ist ein Tetramer, das aus den beiden Untereinheiten A und B (Ballas
SK, 2013; Doherty JR, Cleveland JL, 2013) besteht. Fir die humane LDH sind
5 Isoformen beschrieben, die sich durch verschiedene Kombinationen der bei-
den Untereinheiten unterscheiden: 4B, 3B1A, 2B2A, 1B3A, 4A (Doherty JR,
Cleveland JL, 2013). LDH-A (4A) katalysiert die Umsetzung von Pyruvat zu
Laktat, wobei die in der Glykolyse gebildeten Reduktionséaquivalente NADH+H"
zu NAD" oxidiert werden und somit der Glykolyse wieder zur Verfiigung stehen
(Dashty M, 2013). Untersuchungen belegen, dass die Expression der Isoform
LDH-A, die auch in der Muskulatur zu finden ist, mit einem hohen
Glukoseumsatz der Zellen korreliert. In solchen ,glykolytisch“ aktiven Zellen
wird mehr Pyruvat gebildet als oxidativ verstoffwechselt werden kann. Um eine
Blockierung der Glykolyse zu vermeiden, missen die Reduktionsaquivalente
NADH+H" mit Hilfe der LDH-A reoxidiert werden; hierzu wird Pyruvat zu Laktat
reduziert (Dashty M, 2013). Das Isoenzym LDH-B (4B), das u.a. in Herzzellen
zu finden ist, katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat (Doherty JR,
Cleveland JL, 2013). Dies ermoéglicht den Zellen, Laktat in den oxidativen Stoff-
wechsel einzubringen und als Energiequelle zu nutzen (Dashty M, 2013).
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Die Abhangigkeit glykolytisch aktiver Krebszellen von der Laktatdehydrogenase
stellt méglicherweise einen Ansatz dar, um das Wachstum von Krebszellen so-
wohl in Normoxie als auch Hypoxie gezielt zu hemmen. Im Gegensatz dazu
bilden benigne Zellen in Normoxie kaum Laktat und hypoxische Bedingungen

stellen keine Standardbedingungen fur diese Zellen dar.

1.6 Die Monocarboxylat-Transporter

Die Monocarboxylat-Transporter oder MCT bestehen aus 14 verschiedenen
Mitgliedern, wovon die Funktion von 6 Transportern bekannt ist (Halestrap AP,
2012). Der Transport von Monocarboxylaten wie Laktat, Pyruvat und
Ketonkorper erfolgt als Symport, d.h. gleichzeitig mit den Monocarboxylaten
werden auch Protonen transportiert. Die Funktion von MCT1 und MCT4 ist be-
kannt und fir beide Transporter stehen Inhibitoren zur Verfigung (Halestrap
AP, 2009; Halestrap AP, 2012; Halestrap AP, Wilson MC, 2012).

Tab. 1.2 enthélt Informationen zu MCT1 und MCT4 hinsichtlich Gewebevertei-
lung und Substratspezifitéat (Morris ME, Felmlee MA, 2008). Beide Transporter
unterscheiden sich stark in ihrer Substrataffinitat (Tab. 1.2). So weist MCT4 ei-
ne geringere Affinitdt fur zahlreiche Monocarboxylate auf (Manning Fox
JE et al., 2000; Morris ME, Felmlee MA, 2008). Der Kn-Wert® von MCT4 ist fiir
Laktat um das 6-fache und fur andere Substrate sogar um das 20- bis 100-
fache erhdht im Vergleich zu MCT1 (Manning Fox JE et al., 2000). Auch die
Expression der beiden Transporter wird unterschiedlich reguliert. Dabei ist inte-
ressant zu erwahnen, dass die Expression von MCT4 primar durch Hypoxie
Uber HIF-1a reguliert wird (Meijer TWH et al., 2012; Halestrap AP, Wilson MC,
2012). Der entscheidende Unterschied zwischen MCT1 und MCT4 ist die von
ihnen vermittelte Transportrichtung. Wahrend MCT4 Uberwiegend den Export
von Laktat vermittelt (Morris ME, Felmlee MA, 2008; Halestrap AP, Wilson MC,
2012), kann MCT1 Laktat sowohl importieren als auch exportieren (Halestrap

® Die Michaeliskonstante K, ist eine wichtige Kenngrofe fiir enzymatische Reaktionen und gibt die Sub-
stratkonzentration an, bei der die Geschwindigkeit der Enzymreaktion (Umsatzgeschwindigkeit) halbmaxi-
mal ist (Km = % Vmax). Auch fur Transportmolekile gilt der Kn-Wert. Wichtig an dieser Stelle ist die Informa-
tion, dass bei kleinen Kn-Werten das Substrat durch die Transportmolekiile fester gebunden wird und die
Transportgeschwindigkeit dadurch hoher ist.
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AP, 2009). Mit der Transportrichtung scheint auch die Gewebeverteilung von
MCT1 und MCT4 zusammenzuhéngen. So wird MCT4 vermehrt von
glykolytisch aktiven Geweben bzw. Zellen exprimiert, MCT1 dagegen verstarkt
von oxygenierten Geweben bzw. Zellen (Halestrap AP, Wilson MC, 2012). Dies
macht Sinn, da glykolytisch aktive Gewebe grol3e Mengen an Laktat durch
MCT1 und MCT4 nach auBen transportieren, um eine Ubersauerung im Zellin-
neren zu vermeiden. Der héhere Ky,-Wert fir MCT4 fallt dabei vermutlich auf-
grund der hohen intrazellularen Konzentration an Laktat nicht ins Gewicht. Im
Gegensatz dazu nehmen gut oxygenierte Gewebe Uber MCT1 Laktat von au-
Ren auf, um es zu Pyruvat zu oxidieren und anschlielend in den Citratzyklus
einzuschleusen. Fur den Muskel ist dieser Transport von Laktat durch eine an-
gepasste Expression von MCT1 bzw. MCT4 beschrieben (Halestrap AP, Wilson
MC, 2012).

Tab. 1.2: Vergleich der Monocarboxylat-Transporter MCT1 und MCT4. In der Tab. sind
einige Charakteristika von MCT1 und MCT4 aufgefihrt, die insbesondere fir das Thema der
Arbeit interessant sind. Die Daten sind aus Morris ME, Felmlee MA, 2008; Halestrap AP, 2009
und Halestrap AP; Wilson MC, 2012.

MCT-1 MCT-4
UniGen Name SLC16A1 SLC16A3
Gen Locus 1p13.2 17925.3
Membranlokalisation Apikal u. basolateral Basolateral
Transportmechanismus H'-Cotransporter H*-Cotransporter
Gewebeverteilung Oxygeniertes Gewebe glykolytisches Gewebe b
K-Wert fiir Laktat 2 3,5-6 28
Regulation der Expression ca”, AMP Hypoxie
Transportrichtung Import u. Export Export
Hemmstoffe ¥ aCHC? aCHC

Y'WeiRe Muskelzellen, weiRe Blutkérperchen, Chondrozyten, Retina, Plazenta, Dinndarm,
Lungen, Herz, Nieren, Gehirn; 2 Kn-Werte nach Morris ME, Felmlee MA, 2008; a-Cyano-4-
Hydroxycinnamat (s. auch Morris ME, Felmlee MA, 2008).
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Die Funktion beider Transporter scheint von der Anwesenheit des
Chaperonmolekils CD147, ein Transmembranprotein, abhangig zu sein (Kirk
P etal.,, 2000; Philp NJetal.,, 2003; Schneiderhan W et al., 2009; Pinheiro
C et al., 2010). Zusatzlich zu CD147 wurde kirzlich mit CD44 ein zweites Hilfs-
protein identifiziert (Slomiany MG et al., 2009; Pinheiro C et al., 2010). Mdgli-
cherweise stellen CD147 und CD44 in Kombination mit MCT geeignete

Targetstrukturen zur Generierung neuer Hemmestoffe dar.

1.7 Ziele

Das wesentliche Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, inwieweit die
Laktatdehydrogenase und zwei Mitglieder aus der Familie der Monocarboxylat-
Transporter, MCT1 und MCT4, geeignete Strukturen fir eine gezielte Hem-
mung des Tumorstoffwechsels darstellen. Hierdurch sollen zelltoxische bzw.
zytostatische Effekte in Tumorzellen ausgelést werden. Das dahinter stehende
Konzept basiert auf dem Warburg-Effekt und der Minderversorgung solider Tu-

moren mit Sauerstoff (Tumorhypoxie).

Sowohl der Warburg-Effekt bei Normoxie als auch die anaerobe Glykolyse bei
Hypoxie fuhren zu einer massiven Bildung von Laktat. Wird die Tumorzelle da-
ran gehindert, die fur die Glykolyse notwendigen Reduktionsaquivalente mit
Hilfe der Laktatdehydrogenase zu reoxidieren, dann sollte sich der
Glukoseumsatz der Glykolyse erheblich verringern. Nach Dauer und Auspra-
gung kann diese Mangelsituation den apoptotischen Zelltod auslésen (Li
Xetal., 2013; Zhai X et al., 2013). Wird andererseits die Tumorzelle daran ge-
hindert, Laktat Gber die Transporter MCT1 und MCT4 nach aul3en zu schleu-
sen, so lost die intrazellulare Ansauerung ebenfalls Apoptose aus (Izumi
H et al., 2003; Pinheiro C etal.,, 2010; Kumar A etal., 2013). Entscheidend
hierbei ist, dass normale Zellen zwar auch Laktat in Hypoxie bilden, diese Situa-
tion jedoch nicht physiologisch ist, weil gesunde Gewebe in aller Regel gut

oxygeniert sind (Bertout JA et al., 2008).

Sowohl der Warburg-Effekt als auch die anaerobe Glykolyse zwingen die Tu-

morzelle dazu, groRe Mengen an Pyruvat zu Laktat zu reduzieren, das zudem
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aus der Zelle entfernt werden muss. Durch die Hemmung der
Laktatdehydrogenase und der MCT sollen genau diese beiden Vorgange, Re-
duktion von Pyruvat und Export von Laktat, in der Tumorzelle gestért werden.
Hierfir wurden die Hemmstoffe Natriumoxamat (NaOx) fur die
Laktatdehydrogenase und a-Cyano-4-Hydroxycinnamat (aCHC) fur MCT1 und
MCT4 gewahlt. Die Wirkung beider Inhibitoren auf die Zellvitalitdt sollte an
sechs humanen kolorektalen Karzinomzelllinien untersucht werden. Zusatzlich
sollte der Glukoseverbrauch und die Laktatbildung als Malf3 fur das glykolytische
Potential der Zellen gemessen werden.

Der Stoffwechsel von Tumoren wird in vitro hauptsachlich bei einer Sauerstoff-
konzentration von 21 % untersucht, obgleich die meisten Gewebe eine physio-
logische Sauerstoffkonzentration zwischen 2 % und 11 % aufweisen. Tumor-
gewebe ist in aller Regel noch starker mit Sauerstoff unterversorgt und
intratumorale Sauerstoffkonzentrationen von 5% und 1 % sind reprasentativ
(Vaupel P, Mayer A, 2007; Bertout JA et al., 2008; Solaini G et al., 2010). Des-
halb wurde in dieser Arbeit die Wirkung beider Hemmstoffe bei diesen beiden
Sauerstoffkonzentrationen untersucht. Messungen bei 21 % wurden zur Kon-
trolle durchgefuhrt bzw. bei dieser Sauerstoffkonzentration wurde die Funktion
der Mitochondrien untersucht. Diese Untersuchungen und die Bestimmung der
Laktatbildung ermoglichen eine Abschatzung, ob der Stoffwechsel der unter-
suchten Karzinomzelllinen mehr glykolytisch oder mehr oxidativ ist.

Die Wirksamkeit beider Inhibitoren sollte mit der Wirksamkeit des Chemo-
therapeutikums 5-Fluoruracil (5-FU) verglichen werden bzw. es sollte unter-
sucht werden, ob die Wirksamkeit von 5-FU durch Kombination mit den beiden
Inhibitoren gesteigert werden kann. 5-FU ist Bestandteil der standardisierten
Behandlung des kolorektalen Karzinoms (Leitlinie Kolorektales Karzinom, Juni
2013). Ein Charakteristikum dieser Arbeit ist, dass die ICso-Werte fir 5-FU,
Natriumoxamat und aCHC bestimmt wurden, um sicher zu gehen, dass die
Substanzen in Konzentrationen eingesetzt werden, bei der sie eine spezifische

Wirkung und keine unspezifischen (toxischen) Effekte aufweisen.
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2 Fragen

Das Konzept der vorliegenden Arbeit beruht auf der Beobachtung, dass Tumor-
zellen in Normoxie durch den Warburg-Effekt und in Hypoxie durch die anaero-
be Glykolyse grol3e Mengen an Laktat bilden. Somit konnte die Hemmung der
Laktatdehydrogenase (LDH), die die Bildung von Laktat katalysiert, als auch die
Blockade der Monocarboxylat-Transporter (MCT) 1 und 4, die Laktat aus der
Zelle transportieren, einen antiproliferativen Effekt in Krebszellen auslosen. Die
Wirkung der Inhibitoren Natriumoxamat (LDH-Inhibitor) und aCHC (MCT-
Inhibitor) auf den Stoffwechsel von sechs kolorektalen Karzinomzelllinien wurde
bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen untersucht. Mit den Er-

gebnissen dieser Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden.

1. Welche Charakteristika weisen die untersuchten sechs humanen
kolorektalen Karzinomzelllinien in ihrem Stoffwechsel auf? Veranderte sich der
Stoffwechsel dieser Zellen bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen

von 5 % und 1 %?

2. Der Warburg-Effekt ist das Phanomen einer gesteigerten Laktatbildung in
Normoxie und wird als Anpassung von Tumoren an vorherrschende hypoxische
Bedingungen gesehen. Diese Anpassung geht moglicherweise zu Lasten der
Funktion von Mitochondrien. War die mitochondriale Atmung der sechs huma-

nen kolorektalen Karzinomzelllinien verandert?

3. Die beiden Inhibitoren Natriumoxamat und aCHC sollten mit 5-FU kombiniert

werden. Wie beeinflussten sie die Wirksamkeit von 5-FU?
4. Von den beiden Inhibitoren Natriumoxamat und aCHC wurden antiproliferati-

ve Effekte erwartet. Welche waren diese und wurden sie durch unterschiedliche

Sauerstoffkonzentrationen beeinflusst?
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3 Material und Methoden

3.1 Kulturmedien und Pufferlésungen

Die Tumorzelllinien wurden in ihrem empfohlenen Medium kultiviert (Tab. 3.1),
wobei fur alle Kulturmedien folgende Zusatze (in Klammern jeweils die Endkon-
zentrationen) verwendet wurden: Penicillin G (100 U/mL), Streptomycin (100
pg/mL), L-Glutamin (2 mmol/L), 2-Mercaptoethanol (50 pmol/L), Natriumpyruvat
(2 mmol/L), 1% MEM nicht-essentielle Aminosduren (alle Reagenzien von
Invitrogen GmbH, Karlsruhe) sowie 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kéalberserum
(Gibco, Carlsbad, Katalog Nr.: 10270-106). Fur die Versuche wurden die Tu-
morzelllinien ausschliel3lich in RPMI 1640 Medium (Invitrogen GmbH, Karlsru-

he) mit den oben angegebenen Zusatzen kultiviert.

Fur humane Endothelzellen (HUVEC; PromoCell, Heidelberg) wurde ein auf
diese Zellen abgestimmtes serumreduziertes ,Endothelial Cell Growth“-Medium
2 (PromoCell, Heidelberg) fur Erhaltungs- und Experimentalkulturen verwendet.
Das Medium enthielt folgende Zusétze (in Klammern jeweils die Endkonzentra-
tion): fetales Kalberserum (2 %), rekombinanter humaner epidermaler Wachs-
tumsfaktor (5 ng/mL), rekombinanter humaner Fibroblastenwachstumsfaktor (10
ng/mL), insulindhnlicher Wachstumsfaktor (IGF-1; 20 ng/mL), rekombinanter
humaner vaskular endothelialer Wachstumsfaktor 165 (0,5 ng/mL), Ascorbin-

saure (1 pg/mL), Heparin (22,5 pg/mL) und Hydrocortison (0,2 pg/mL).

Humane Fibroblasten (NHDF; PromoCell, Heidelberg) wurden flir die Erhal-
tungs- und Experimentalkulturen in ,Fibroblast Growth“-Medium 2 (PromoCell,
Heidelberg) kultiviert. Das Medium enthielt folgende Zusatze (in Klammern je-
weils die Endkonzentration): fetales Kalberserum (2 %), rekombinanter huma-
ner Fibroblastenwachstumsfaktor (1 ng/mL), insulindhnlicher Wachstumsfaktor
(5 pg/mL).

Fur die peritoneale Maus-Makrophagenzelllinie J774 wurde das flr diese Zellen
empfohlene Kultur- und Experimentalmedium ,DMEM/F-12“ (Gibco, Carlsbad)
verwendet. Dem Medium wurden 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum
(Cell Concepts GmbH, Umkirch), Penicilin G (100 U/mL) (Invitrogen GmbH,
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Karlsruhe) und Streptomycin (100 ug/mL) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) zuge-

geben.

Tab. 3.1: Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien mit zugehdriger Bezugsquelle.

Zelllinie Zellmedium Bezugsquelle

Colo741, LS174T RPMI 1640 Gibco (Katalog Nr.: 22409-031)
HCT116, HT29 McCoy’s Gibco (Katalog Nr.: 26600-080)

SW630 L15 Gibco (Katalog Nr.: 11414-056)

WiDr DMEM high Glucose | Cell Concepts (Katalog Nr.: 11-L2604-I1)
NHDF FGM 2 PromoCell (Katalog Nr.: C-12302)
HUVEC ECGM 2 PromoCell (Katalog Nr.: C-12203 )
J774 DMEM/F-12 Gibco (Katalog Nr.: 31331-093)

PromoCell: PromoCell GmbH, Heidelberg (http://www.promocell.com); Cell Concepts: Cell Con-
cepts GmbH, Umkirch (http://www.cellconcepts.de); Gibco: Gibco,
(http://www.lifetechnologies.com).

PBS (,,Phosphate buffered saline®)

Die verwendete phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) (Invitrogen GmbH, Karls-
ruhe, Katalog Nr.: 70011-036) mit einem pH-Wert von 7,2 enthalt Natriumchlorid
(140 mmol/L), Kaliumchlorid (2,7 mmol/L), Natriumdihydrogenphosphat
(7,2 mmol/L) sowie Kaliumhydrogenphosphat (1,47 mmol/L).

Herstellung der Natriumoxamat-Stammlésung (500 mmol/L)

Natriumoxamat (Sigma Aldrich, Katalog Nr.: 02751) wurde in RPMI 1640 -
Medium mit 0,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma Aldrich, Katalog Nr.: D5879)
gel6st und anschlieBend steril filtriert. Die Stammlésung wurde am Versuchstag
frisch angesetzt. Ein mdglicher Einfluss von DMSO auf die Vitalitat der Zellkul-

turen wurde in Vorversuchen ausgeschlossen (Abb. 11.3 im Anhang).

Herstellung der a-Cyano-4-Hydroxycinnamat-Stammlésung (100 mmol/L)

a-Cyano-4-Hydroxycinnamat (aCHC) Pulver (Sigma Aldrich, Katalog Nr.:
476870) wurde in RPMI 1640-Medium mit 5,8 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Sig-
ma Aldrich, Katalog Nr.: D5879) gel6st und anschlieBend steril filtriert. aCHC
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muss vollstandig in DMSO geldst sein, bevor das Kulturmedium RPMI 1640
hinzugefugt werden kann. Die Stammldsung wurde am Versuchstag frisch an-
gesetzt. Die Endkonzentration von DMSO in den Versuchsansatzen lag unter
1 %.

3.2 Zelllinien

Die verwendeten Tumorzelllinien sind in Tab. 3.2 aufgelistet. Kontrollzellen wa-
ren NHDF (PromoCell, Heidelberg), HUVEC (PromoCell Heidelberg) und J774
(Cell Concepts, Umkirch) (Tab. 3.2). Einige der ausgewéhlten humanen Karzi-
nomzelllinien weisen Mutationen im WNT-Signalweg auf; dies entspricht auch
der klinischen Situation. Der WNT-Signalweg der benignen Zellen weist keine
Mutationen auf (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Die in dieser Arbeit verwendeten kolorektalen Karzinomzelllinien und Kontroll-
zellen. Bezugsquelle und WNT-Status sind angegeben. Alle Zellen wachsen adhéarent.

Zelllinie Gewebe/Zelltyp | WNT-Status | Bezugsquelle

Colo741 Kolon WiIdtypS) SIGMA, Katalog Nr.: 93052621
HCT116 Kolon B-catenin™® | DSMZ, Katalog Nr.: ACC 581

HT29 Kolon APC™"? DSMZ, Katalog Nr.: ACC 299

LS174T Rektum B-catenin™"® | Prof. Dr. Martin Eilers

SW620 Kolon APC™"? SIGMA, Katalog Nr.: 87051203

WiDr Rektum APC™"? Prof. Dr. Ulrike Kammerer

NHDF Fibroblasten® Wildtyps) PromoCell (Katalog Nr.: C-12302)
HUVEC Endothelzellen® | Wildtyp® PromoCell (Katalog Nr.: C-12203)
J774 Makrophagen® | Wildtyp® ECACC (liber Cell Concepts, Umkirch)

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
(www.dsmz.de); SIGMA: Sigma-Aldrich, St. Louis/USA (www.sigmaaldrich.com); Prof. Dr. Mar-
tin Eilers: Lehrstuhl fir Biochemie und Molekularbiologie, Biozentrum, Universitat Wirzburg;
Prof. Dr. Ulrike Kammerer, Forschungslabor der Frauenklinik des Universitatsklinikums Wirz-
burg bezogen lber Cell Lines Service (Eppelheim, info@cell-lines-service.de). Y Mutation im B-
catenin Gen; ? Mutation im Adenomatous Pol posis Coli Gen; % ohne Mutation; ¥ aus der Vor-
haut isoliert; ® aus der Nabelschnur isoliert; ® murine Peritoneal-Makrophagen; ECACC: Euro-
pean Collection of Cell Cultures, Salisbury/UK (http://www.phe-
culturecollections.org.uk/collections/ecacc.jsp).
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Zellkultivierung

Alle Tumorzelllinien waren frei von Mykoplasmen. Sie wurden in einem Brut-
schrank von NUAIRE (NU-5500E, Plymouth, USA) bei 37°C, 5 %iger CO,-
Atmosphare und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 3-4 Tage wurde das Medi-
um gewechselt. Die maximale Anzahl an Zellpassagen betrug 15.

Fur die Hypoxieversuche wurden Zellen in Kulturschalen mit 6 Vertiefungen
(Greiner Cellstar, Frickenhausen, Katalog Nr.: 657160) oder 96 Vertiefungen
(Greiner Cellstar, Frickenhausen, Katalog Nr.: 655180) im jeweiligen Kulturme-
dium ausgesat und zur Adharenz GUber Nacht im Brutschrank belassen. Am
nachsten Tag wurde das Medium gegen RPMI 1640 Medium ausgetauscht und
die Kulturschalen in eine Hypoxie-Kammer (Coy Laboratory Products, Michi-
gan/USA, Vertrieb Uber Toepffer Laborsysteme Goppingen) Uberfihrt. Die Kul-
turen wurden bei 37°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem Sauerstoff-
gehalt von 5 % oder 1 % bis zu 120 Stunden inkubiert.

Zellernte

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 5 mL Trypsin / EDTA
(0,05 % / 0,22 % in PBS) (Gibco, Carlsbad, Katalog Nr.: 25300-054) vom Boden
gel6st und danach einmal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in
25 mL phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) bei 250 g fur 5 Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem definierten Volu-
men an Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-
Zahlkammer (Marienfeld GmbH, Lauda-Kénigshofen) bestimmt. Die Zellen wur-
den hierzu mit Trypanblau (Sigma-Aldrich, Katalog Nr.: T8154) gefarbt.

3.3 Der Kristallviolett-Assay

Prinzip

Der Kristallviolett-Assay (KVA) ist ein Vitalitdts-Assay, mit dem die Anzahl le-
bender adharenter Zellen photometrisch bestimmt wird. Der KVA eignet sich
besonders gut, um die zytotoxische Wirkung von Substanzen zu untersuchen
(Pfetzer N, 2011). Das Prinzip der Farbung beruht darauf, dass Kristallviolett
(Sigma, Katalog Nr.: C32675-25¢g) an die DNA fixierter Zellen bindet. Die Men-
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ge des gebundenen Kristallvioletts korreliert mit der Anzahl der adhéarenten Zel-
len. Zellen, die ihre Adharenz verloren haben, sind avital und werden wahrend
der Farbeprozedur mit dem Uberstand entfernt (Flick DA, Gifford GE, 1984). Mit
Essigsaure wird der zellgebundene Farbstoff gelést und die Farbung bei 570

nm photometrisch im ELISA Reader gemessen.

Durchfihrung

Der KVA wurde in Kulturschalen mit 96 Vertiefungen (Greiner Cellstar,
Frickenhausen, Katalog Nr.: 655180) durchgefuhrt. Pro Vertiefung wurden
5000 Zellen in RPMI 1640 Medium ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde bei einem Teil der Kulturschalen die Aus-
gangszellzahl (Aussaat) bestimmt. Bei den ubrigen Kulturschalen wurde das
Medium vollstdndig gewechselt und die Kulturen anschlielend fir 24, 48, 72
oder 120 Stunden inkubiert. Hierzu wurde der gesamte Uberstand abgesaugt
und verworfen. Daraufhin wurden zur Fixierung der Zellen in jede Vertiefung
100 pL Methanol (Sigma, Katalog Nr.: 32213) pipettiert. Nach 10 Minuten wurde
das Methanol entfernt und in jede Vertiefung 100 pL einer 0,5 % Kristallviolett-
Lésung (bestehend aus ¥4 Methanol und % PBS) zugegeben. Nach 10 Minuten
wurde die Kristallviolett-Lésung entfernt und die Kulturschalen wurden viermal
mit destilliertem Wasser gespult. Zum Trocknen wurden die Schalen ohne De-
ckel fir 30 Minuten unter den Abzug gelegt. Daraufhin wurden 200 pL 10 %ige
Essigsaure (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Katalog Nr.: 3738.1) in jede Vertiefung
pipettiert, die Schalen fur 30 Minuten auf einem Wippschuttler bei Raumtempe-

ratur inkubiert und die Farbeintensitat photometrisch bestimmt.

3.4 Bestimmung von Laktat und Glukose

Uberstande aus Kulturflaschen oder Zellkulturschalen wurden zuvor mit 250 g
fir 4 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL Reakti-
onsgefall (Eppendorf) Uberfihrt und bei -20°C bis zur Bestimmung von Laktat

und Glukose gelagert. Das Zellpellet wurde verworfen.
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Laktat

Laktat wurde photometrisch im Zentrallabor des Universitatsklinikums Wirzburg
durch Messung von reduziertem Nictoinamind-Adenin-Dinucleotid (NAD) be-
stimmt. Die Reduktion von NAD" zu NADH+H" wird durch zwei Enzymreaktio-

nen beeinflusst.

LDH

(1) L-Laktat + NAD* "= Pyruvat + NADH + H*

(2) Pyruvat + L-Glutamat & L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Die Reaktion der ersten Gleichung (1) wird durch das Enzym
Laktatdehydrogenase B (auch L-LDH genannt) katalysiert; dabei ligt das
Gleichgewicht sich auf der Seite von L-Laktat. Durch die zweite Enzymreaktion
(Gleichung 2) mit der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) wird das Gleich-
gewicht der ersten Reaktion auf die Seite von Pyruvat und NADH+H" verscho-
ben. Die Menge an reduziertem NAD* (NADH+H"), die photometrisch bei 340

nm gemessen wird, ist gleich der Menge an L-Laktat.

Glukose

Glukose wurde im Zentrallabor des Universitatsklinikums Wirzburg mit Hilfe der
Hexokinase (HK; cobas® c 701) gemessen. Hexokinase katalysiert die Phos-
phorylierung der Glukose zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P). Fir diese Reaktion
wird ATP bendtigt (Gleichung 3).

(3) Glukose + ATP = G-6-P + ADP

G-6-P wird durch die Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (G6PD) in Anwesen-
heit von NADP" zu 6-Phosphogluconolacton oxidiert, dabei entstent NADPH+H"
(Gleichung 4).

G6PD

(4) G-6-P + NADP" =" 6-Phosphogluconolacton + NADPH + H”

Die durch Glucose-6-Phosphatdehydrogenase gebildete Menge an NADH+H"
ist direkt proportional zur Glukosekonzentration und wird photometrisch bei

340 nm gemessen.
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Auswertung

Die Menge an gebildetem Laktat bzw. verbrauchter Glukose im Zellkulturiber-
stand wurde durch Differenzbildung mit dem Programm ,Excel 2007“ berechnet.
Hierzu wurde die Konzentration an Laktat und Glukose im Medium vor Inkubati-

on bestimmt.

3.5 Western Blot-Analysen

Prinzip

Die Western Blot-Technik ist ein Nachweisverfahren fur Proteine in einem Pro-
teingemisch. Nach elektrophoretischer Trennung des Proteingemisches werden
die Proteine auf eine Tragermembran Ubertragen (,geblottet”) und mit spezifi-
schen Antikorpern sichtbar gemacht (Immunoblot). Hierzu wird der protein-
bindende primare Antikérper durch einen zweiten, enzymmarkierten
(Meerrettichperoxidase, HRP) Antikorper nachgewiesen. Dabei oxidiert die
Meerrettichperoxidase das Chemiluminiszenzreagenz Luminol und das dabei
emittierte Licht mit einer Wellenlange von 428 nm belichtet (schwarzt) einen
entsprechend empfindlichen Réntgenfilm.

Durchfuhrung

Eine Million Zellen wurden in einem Reaktionsgefal3 bei 250 g fir 5 Minuten
zentrifugiert, zweimal mit PBS gewaschen, anschlieend in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -20°C gelagert. Das Zellpellet wurde mit RIPA-Puffer
(Thermo Fisher, Pierce), der zusatzlich noch Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren enthielt, lysiert. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Brad-
ford Assay (Roti-Quant, Carl-Roth GmbH, Katalog Nr.: KO15.3) bestimmt. Je-
weils 30 pug Protein einer Probe wurden pro Geltasche in ein 9 %iges Agarose-
gel (Amresco, Katalog-Nr. J234) aufgetragen. Die Trennung der Proteine erfolg-
te bei 80 Volt fir 30 Minuten und bei 120 Volt fur 150 Minuten. Die Proteine
wurden auf eine Nitrozellulose-Membran (2 um Porengrof3e, Hartenstein, Kata-
log Nr.: BA 83) uUibertragen. Anschlie3end wurde der Transfer durch Farbung mit
Ponceau-Rot (Sigma, Katalog Nr.: P7170-1L) Uberprift. Die Antikbrper zum
Nachweis von LDH-A, LDH-B, MCT-1, MCT-4 und 3-Aktin sowie die Sekundar-
antikorper sind in Tab. 3.3 aufgelistet. Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde
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mit dem Chemilumineszenz-Reagenz ECL (GE Healthcare, Amersham, Katalog
Nr.: 2132) gestartet. Der Proteinstandard von Fermentas, Life Science (Katalog

Nr.: SM0671) wurde zur Gréf3enbestimmung verwendet.

Tab. 3.3: Primare und sekundare Antikdrper fiir die Western Blot-Analysen.

Name Firma Katalog Nr.: Endkonzentration GroRe (kDa)
MCT1 Sigma HPA003324 1:500 48 kDa
MCT4 Sigma HPA021451 1:1.000 43 kDa
LDHA abcam ab47010 1:20.000 36 kDa
LDHB abcam ab75167 1:40.000 37 kDa
B-Aktin abcam Ab8226 1:7.500 42 kDa
Anti-Mouse KPL 074-1806 1:10.000 | = -----
Anti-Rabbit | invitrogen A-10547 1.15.000 | = -

Y Beide sekundaren Antikoérper wurden fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in 2 %iger Mager-
milchlésung inkubiert.

3.6 Messungen zum Sauerstoffverbrauch mit der Clark-Elektrode

Der Sauerstoffverbrauch der mitochondrialen Atmungskette wurde mit einer
Clark-Elektrode (Hansatech, Norfolk/GroR3britannien) gemessen. Hierzu wurden
1x10’ Zellen in RPMI 1640-Medium oder in KHEMA-Puffer in einer Messkam-
mer mit 1 mL Volumen bei 37°C inkubiert. KHEMA-Puffer enthélt folgende
Komponenten: 145 mmol/L Kaliumchlorid (KCD, 5 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), 0,1 mmol/L Ethylenglykol-bis(amino-
ethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA) 30 mmol/L HEPES, 3 mmol/L
Magnesiumchlorid (MgCl,) und 0,1 % Albumin bei einem pH-Wert von 7,4.

Messprinzip der Clark-Elektrode

Mit der Clark-Elektrode wird der Sauerstoffverbrauch amperometrisch bestimmt.
Hierzu besteht die Clark-Elektrode von Hansatech aus einer Platin-Kathode und
einer Silber-Anode (Referenzelektrode), die tber eine 0,24 mmol/L Elektrolytlo-
sung (KCI) in Verbindung stehen. Von der Messprobe (=10 Millionen Zellen in
1 mL) sind beide Elektroden durch eine sauerstoffdurchlassige Teflon (PTFE)-

Membran getrennt. An der Platin-Kathode liegt eine Polarisationsspannung von
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-0,8 V gegen die Silber-Anode an. Der Sauerstoff in der Messkammer diffun-
diert aufgrund unterschiedlicher Sauerstoffpartialdriicke zwischen
Membranauf3en- und Innenseite durch die Membranfolie zur Kathode. Der Sau-
erstoff wird an der Kathode reduziert, wobei Hydroxid-lonen (OH") entstehen.

An der Anode wird Silber zu Silberchlorid oxidiert:

Kathode: O, +4e +2 H,O — 4 OH
40H +4K"— 4 KOH

Anode: 4 Ag — 4 Ag’ +4e”
4 Ag" + 4CI” — 4 AgCl

Der dabei entstehende Elektrolysestrom | ist direkt proportional zum Sauerstoff-

partialdruck p in der Messkammer: p(Oz) ~ | (Clark LC et al., 1953).

A B

Deckel mit Ventil zum Befillen

-- Gehduse

Messkarmmer
Teflonmembran

-- Papier

Platinkathode

Elektolytreservoir (KCI)
Silberanode

Silberanode im
Elektrolyt-Reservoir

Abb. 3.1: Aufbau der Clark-Elektrode. A) Die Clark-Elektrode der Firma Hansatech.
B) Schematischer Querschnitt durch die Hansatech Clark-Elektrode im messbereiten Zustand.
Hierzu befindet sich die Elektrode in einem Gehduse unterhalb der Messkammer mit einem
Volumen von 1 mL. Die sauerstoffdurchlassige Teflonmembran trennt die Clark-Elektrode von
der Messkammer. Das zwischen der Teflonmembran und der Platinkathode befindliche Papier
ist mit Elektrolytldsung aus dem Reservoir benetzt und stellt die Verbindung zwischen Kathode
und Anode her. Eigener Entwurf.

Regulation der Atmungskette

Unter physiologischen Bedingungen ist der Elektronentransport eng mit der
Phosphorylierung gekoppelt. Die Kontrolle der Atmungsgeschwindigkeit erfolgt
dabei Uber die Konzentration an ADP in der Zelle. Steigende Konzentrationen
an ADP sind ein Zeichen dafir, dass der ATP-Gehalt abnimmt. Das ADP/ATP-

Verhdltnis beeinflusst entscheidend die Geschwindigkeit der Atmungskette
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(Wiedemann J, 2012). Um nach Chance und Williams die maximale Geschwin-
digkeit der Atmungskette exakt bestimmen zu kdnnen, ist es notwendig, dass
Sauerstoff, Reduktionsaquivalente (= Substrate) und ADP in einem optimalen
Verhéltnis vorliegen (Chance B, Williams GR, 1955). Hierzu haben die Autoren
funf Phasen fur die amperometrische Messung zum Sauerstoffverbrauch und
damit zur Atmungsgeschwindigkeit definiert (Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Grafische Darstellung der 5
04 |-Phase1 Substrat Zusatz: Malat/Pyruvat bzw. Succinat Phasen zum Sauerstoffverbrauch durch
die Atmungskette. Grafik nach Dr John
lllingworth PhD, Cambridge.g) Siehe auch
Tab. 3.4.

Phase 2
/ ADP Zusatz

o
w
I

Phase 3

Sauerstoffverbrauch
(HmoliL)
o
I
T

ADP vollstandig umgesetzt

01 |-

Phase 4

\ Phase 5

0 1 2 3 4 5
Zeit (Minuten)

Phase 1 kennzeichnet den basalen Sauerstoffverbrauch einer Zelle, wofur en-
dogene Substrate verbraucht werden (Brugger H, 2006). Dabei kommt es zu
einem Mangel an Substraten und zu einer Anreicherung von ADP. Um die Limi-
tierung an Substraten zu Uberwinden, werden Pyruvat, Malat und Succinat als
Elektronendonatoren von auf3en zugegeben. Durch entsprechende Dehydroge-
nasen werden Elektronen (Wasserstoff) von Pyruvat und Malat auf NAD" und
von Succinat auf FAD ubertragen (Hofhaus G et al., 1996). Die Komplexe | und
Il der Atmungskette werden hierdurch ,energetisiert”, d.h. sie erhalten in ausrei-
chendem MaRe Elektronen. Liegt nun ADP im Uberschuss vor, dann ist der
Sauerstoffverbrauch am grof3ten und die Geschwindigkeit der Atmungskette
maximal (Phase 3). Der Sauerstoffverbrauch verringert sich, wenn die ADP-
Konzentration immer weiter abféllt (Phase 4). In der letzten Phase (Phase 5) ist
der Sauerstoff vollstandig verbraucht, und die Zellen gehen in die anaerobe
Energiegewinnung Uber (Chance B, Willams GR, 1955; Brugger H, 2006;
Wiedemann J, 2012).

9 Grafik aus: http://www.bmb.leeds.ac.uk/illingworth/OxPh/oxygraph.htm
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Tab. 3.4: Die finf Phasen zum Sauerstoffverbrauch durch die Atmungskette. Die finf Pha-
sen hierzu wurden 1955 durch Chance und Williams beschrieben (Chance B, Williams GR,
1955). Siehe hierzu auch Abb. 3.2 und Text.

Im Uberschuss vorhanden Atmungsgeschwindigkeit begrenzt durch
Phase 1 0O, ADP und Substrat
Phase 2 O,, ADP Substrat
Phase 3 O,, ADP, Substrat Maximalgeschwindigkeit
Phase 4 O,, Substrat ADP
Phase 5 ADP, Substrat O,

Messungen zum Sauerstoffverbrauch

Fur die Messungen wurden 1x107 intakte Zellen in 1 mL frischer Pufferlésung
(s. 0.) eingesetzt. Durch entsprechende Bedingungen in der Messkammer (Abb.
3.1) ist es moglich, den Sauerstoffverbrauch durch Komplex | und Komplex Il

getrennt zu messen.

Messungen zum Sauerstoffverbrauch durch Komplex I:

Die Zellen wurden mit 1 mL frischer Pufferlésung in der Messkammer (Abb. 3.1)
fur 1 Minute inkubiert. Anschlie3end wurden nacheinander folgende Reagenzi-
en zu den Zellen hinzugegeben:

(1) 1 uL 10 % Digitonin; hierdurch werden die Membranen (Plasma- und Mito-
chondrienmembran) fur ADP durchlassig '¥; Inkubationszeit: 30 Sekunden.

(2) 5 pL Pyruvat (1 mol/L) und 5 pL Malat (1 mol/L); Inkubationszeit: 30 Sekun-
den (Phase 2).

(3) 3,1 uL ADP (40 mmol/L) zum Einleiten von Phase 3 (Tab. 3.4), in der die
maximale Geschwindigkeit der Atmungskette bestimmt wird. Ist ADP vollstandig

verbraucht, normalisiert sich die Sauerstoffrate wieder (Phase 4).

Messungen zum Sauerstoffverbrauch durch Komplex II:
(1) 1 pL 10 % Digitonin (s. oben): Inkubationszeit: 30 Sekunden.

10) Digitonin bindet an das intrazellulare membrangebundene Cholesterol und permeabilisiert hierdurch die
Zellmembran selektiv, ohne dabei Mitochondrien und andere Zellorganellen zu schédigen (Hofhaus
G et al.,, 1996; Shrov V et al., 2007).
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(2) 5 pL Rotenon (0,2 mmol/L) zur Hemmung von Komplex | und 5 pL Succinat
(12 mol/L) zur Aktivierung von Komplex II; Inkubationszeit: 30 Sekunden (Pha-
se 2).

(3) 3,1 puL ADP (40 mmol/L) zum Einleiten von Phase 3 (Tab. 3.4), in der die
maximale Geschwindigkeit der Atmungskette bestimmt wird. Ist ADP vollstandig
verbraucht, normalisiert sich die Sauerstoffrate wieder (Phase 4).

Messungen zum Sauerstoffverbrauch der Atmungskette mit Oligomycin*?
und FCCP

Fur diese Messungen wurden 1x107 intakte Zellen mit 1 mL frischem RPMI
1640 Medium in der Messkammer (Abb. 3.1) inkubiert. Der basale Sauerstoff-
verbrauch (BASIS) wurde nach 1,5 Minuten bestimmt (Abb. 3.2). Anschliel3end
wurden nacheinander folgende Reagenzien zu den Zellen hinzugegeben:

(1) 2 uL Oligomycin (1 mmol/L); Inkubationsdauer: 1,5 Minuten

(2) 1,5 pL einer 1 mmol/L FCCP-L6sung in Abstanden von 30 Sekunden und
zwar solange, bis der maximale mitochondriale Sauerstoffverbrauch erreicht
wird.

(3) 1 pg / mL Myxothiazol (Endkonzentration) zur Blockade von Komplex Il der
Atmungskette. Hierdurch wird der mitochondriale Sauerstoffverbrauch gehemmt
und der nicht-mitochondriale Sauerstoffverbrauch bestimmbar (Garedew A,
Moncada S, 2008). Die Zugabe von Myxothiazol muss bei einer Sauerstoffkon-
zentration von mindestens 60 nmol/mL erfolgen, um zu verhindern, dass die
Wirkung des Inhibitors durch eine zu geringe Sauerstoffkonzentration in der

Messkammer verfalscht wird.

M oligomycin A hemmt die ATP-Synthase, wodurch der Einstrom von Protonen durch die ATP-Synthase
verringert wird und die Bildung von ATP sich verlangsamt.

12) Carbonylcyanid-p-trifluoroethoxyphenylhydrazon ist ein kinstlicher Entkoppler (Protonophore) der At-
mungskette. FCCP unterbricht die Koppelung von Oxidation und Phosphorylierung durch Abbau des
mitochondrialen Membranpotentials, d.h. der Elektronenfluss lauft vollstandig ab, fiihrt jedoch nicht mehr
zum Aufbau eines Protonengradienten und damit zur Bildung von ATP (Garedew A, Moncada S, 2008;
Brand MD, Nicholls DG, 2011; Hill BG et al., 2012). So kann der Elektronenfluss an der Atmungskette
gemessen werden, ohne dass dieser durch StérgroRen auf die ATP-Bildung gemindert wird.
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Auswertung

Der Sauerstoffverbrauch wurde mit dem Computerprogramm ,,02view Version
1.04“ (Hansatech Instruments, Norfolk/GroR3britannien) gemessen und ausge-
wertet. Aus der Steigung des Kurvenverlaufs zum Sauerstoffgehalt wird der
Verbrauch an Sauerstoff berechnet. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch einen solchen

Kurvenverlauf in mmol/mL.

2326

Rates of Change Table E

G [T 2| 3| 4| s 6] 7] ]

Rale  Momaked Stait

4510 1510 Oh Om 3,65 Oh
1518 1518 Oh 2m 32 62 Ooh
HH BN O 2m 56.52 oh
A O 3 1195 oh
1480 1480 Oh 5en 985 Ok
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e =
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Noemalise Factoe Dlose ~——
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Delete Heb —

4.7 |

om 0s Time am 498

Abb. 3.3: Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs durch Komplex Il bei der Zelllinie
SW620. Beispiel eines Kurvenverlaufs (rote Linie) aufgezeichnet durch das Programm ,,02view
Version 1.04“. Der Pfeil verdeutlicht den Ubergang von Phase 3 zu Phase 4 und ist definiert als
der Schnittpunkt der beiden digital eingezeichneten Tangenten, dargestellt als gepunktete Li-
nien, die die beiden Steigungen des Funktionsgraphen fiir diesen Bereich angeben. Die Mess-
punkte im Diagramm geben die im Intervall von 15 Sekunden berechneten Steigungen (engl.
,Rate“) zur Bestimmung der mitochondrialen Atmung an. Messpunkt 1: Basaler Sauerstoffver-
brauch (Phase 1); Messpunkt 2: Phase 2; Messpunkt 3-5: Phase 3 mit Messpunkt 4, an dem
der maximale mitochondriale Sauerstoffverbrauch bestimmt wird; Messpunkt 5: Beginn Phase
4. Zu den Phasen der mitochondrialen Atmung siehe auch Tab. 3.4.

Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs durch die Atmungskette in Gegen-
wart von Oligomycin wurde eine durchschnittliche Inkubationszeit von 30 Se-
kunden bei einer Messzeit von 1,5 Minuten zugrunde gelegt (s.0.). Fur Messun-
gen zum Sauerstoffverbrauch durch Komplex | und Komplex Il wurde eine
Messzeit von 15 Sekunden gewahlt. Nach Zugabe von ADP wurde in Phase 3
(Abb. 3.2) der maximale Sauerstoffverbrauch bestimmt. Phase 4 wurde erreicht,
wenn die Phosphorylierung des zugefiigten ADP abgeschlossen war. Der

Ubergang von Phase 3 zu Phase 4 wird in der Sauerstoffverbrauchskurve an
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der plotzlichen Abnahme des Sauerstoffverbrauches ersichtlich (Abb. 3.3). Der

Sauerstoffverbrauch in pmol/L pro Sekunde fiir 10° Zellen wird nach folgender
Formel errechnet (Herst PM, Berridge MV, 2007):

Steigung x O, Ausgangskonzentration (umol/L)
= pmol Lt s

30s (bzw. 15s) x 10

Auf Basis des Sauerstoffverbrauchs wurden folgende Parameter berechnet:

[Basaler Sauerstoffverbrauch, BASIS]: Der basale Sauerstoffverbrauch wird
in Phase 1 berechnet (Tab. 3.4), woflr endogene Substrate verbraucht
werden (Brugger H, 2006).

[ATP-Umsatz, OxPh]: Die Differenz zwischen dem basalen Sauerstoffver-
brauch (BASIS) und dem von Oligomycin unabhéngigen Sauerstoffver-
brauch (OLIGO) ist ein Mal3 fiir die Starke der ATP-Synthese und damit fur
den Sauerstoffverbrauch durch oxidative Phosphorylierung (OxPh). Da Bil-
dung und ,Verbrauch“ von ATP miteinander eng verknupft sind, ist dieser
Messwert auch ein Mal3 fir den ATP-Umsatz, der auch als ,ATP Turnover®
bezeichnet wird (Garedew A, Salvador M, 2008; Brand MD, Nicholls DG,
2011).

[Respiratorische Reservekapazitat, RRK]: Die Differenz zwischen dem
durch FCCP entkoppelten maximalen Sauerstoffverbrauch (FCCP) und
dem basalen Sauerstoffverbrauch (BASIS). Die RRK ist eine Messgrof3e fur
den mitochondrialen Energiestatus der Zelle und wird durch Zelldifferenzie-
rung, Zellteilung, aber auch durch die Reaktion auf Stress beeinflusst (Hill
BG et al., 2012) und stellt ein Mal} fir die Anpassung des Elektronentrans-
ports an einen erhdhten Energiebedarf dar (Brand MD, Nicholls DG, 2011).

[Nicht-mitochondrialer ~ Sauerstoffverbrauch, NMO,]: Der  nicht-
mitochondriale Sauerstoffverbrauch (= Myxothiazol ¥ empfindlicher Sauer-
stoffverbrauch) wird verursacht durch Desaturasen und Enzyme zur
Detoxifizierung (Brand MD, Nicholls DG, 2011). Dieser nicht-mitochondriale

13) Myxothiazol hemmt Komplex Ill der Atmungskette wodurch ein Sauerstoffverbrauch durch die Mito-
chondrien verhindert wird (Garedew A, Moncada S, 2008).
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Sauerstoffverbrauch bendétigt ca. 10 % des gesamten Sauerstoffverbrau-
ches (Brand MD, Nicholls DG, 2011; Hill BG et al., 2012).

e [Respiratorischer Kontrollindex, RKI]: Der Index stellt den Quotienten aus
Steigung (=Sauerstoffverbrauch) Phase 3 (optimale Bedingungen durch
ADP Zugabe) und Steigung Phase 4 (ADP Verbrauch) dar (Chance B,
Williams GR, 1955; Shrov V et al., 2007; Hill BG et al., 2012). Der RKI gibt
an, wie gut Protonenfluss und Phosphorylierung miteinander gekoppelt
sind, was Auswirkungen auf ATP-Bildung hat, und ist der aussagekraftigste
Wert zur Beurteilung der mitochondrialen Funktion. Dabei gilt, je kleiner
Quotient, desto schlechter die Abstimmung zwischen Protonenfluss und
Phosphorylierung, was auf eine ineffektive Atmung und mogliche Schadi-
gung der Mitochondrien hindeutet (Brand MD, Nicholls DG, 2011).

¢ [Phosphat-Sauerstoff(Oxygen)-Quotient, P:O-Quotient]: Seine Berechnung

erfolgt nach folgender Formel *¥:

125* ymol/L ADP

P:O =
% (O, Gehalt Startphase 4 (umol/L) — O, Gehalt Startphase 3 (umol/L))

Der P:O-Quotient ist ein Mal3 fiur die Effektivitat der Atmung und gibt die
maximale Anzahl an ATP Molekulen an, die gebildet werden kénnen, wenn
ein Elektronenpaar die Atmungskette durchlauft und auf ein Sauerstoffatom
Ubertragen wird (Brand M, 2005; Brand MD, Nicholls DG, 2011). Der P:O-
Quotient wird aus der zugegebenen Menge an ADP (hier 125 pmol/L) und
dem Verbrauch an molekularem Sauerstoff (O,) wahrend der Phase 3 be-
zogen auf 1 Mol Sauerstoffatom berechnet. Das Volumen der Kammer geht
ebenfalls in die Formel ein. Da mit einem Volumen von 1 mL gearbeitet
wurde, bleibt die Formel unverandert. Die von NADH+H" und FADH, an die
Atmungskette abgegebenen Elektronen unterscheiden sich in ihrer Energie
(Kapitel 1.3). Damit unterscheiden sich beide Reduktionsaquivalente auch
im P:O-Quotienten: Beim NADH+H" werden pro Sauerstoffatom 2,31 Mole-

) Nach Dr John lllingworth, Cambridge; http://www.bmb.leeds.ac.uk/illingworth/OxPh/oxygraph.htm.
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kile ATP gebildet (P:O-Quotient: 2,31) und beim FADH, werden pro Sauer-
stoffatom 1,38 Molektile ATP gebildet (Brand M, 2005).

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Excel 2007 der Firma Micro-
soft. Bei Wiederholungen der Messungen wurden Mittelwert und Standardab-
weichung gebildet. Die Zellvitalitat wurde zum besseren Vergleich zwischen den
Zelllinien auf die Aussaat in Prozent umgerechnet. Die statistischen Tests zur
Signifikanzberechnung wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) durchgefuhrt. Hierzu wurde der
LANOVA-Test* fir den Vergleich von 2 Gruppen bzw. der ,Kruskal-Wallis-Test*
mit ,Dunn’s post-hoc Test* fir den Vergleich mehrerer Gruppen verwendet. Un-
terschiede von p < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Die Darstellung der
Graphen erfolgte mit GraphPad Prism 6.0.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung kolorektaler Karzinomzelllinien

Das Zellwachstum wurde bei 21 %, 5 % und 1 % Sauerstoff bestimmt. Aus Tab.
4.1 wird ersichtlich, dass alle Zelllinien bei der nicht physiologischen Sauerstoff-
konzentration von 21 % das starkste Zellwachstum aufwiesen. Bei einer Sauer-
stoffkonzentration von 5 % verlangerten sich die Verdopplungszeiten beim
Grol3teil der Zelllinien um ca. 1/3 und bei WiDr und J774 sogar um ca. 2/3. Bei
1 % Sauerstoff verlangsamte sich erwartungsgemal das Zellwachstum weiter

und die Verdopplungszeiten verlangerten sich um das bis zu 6-fache (WiDr).

Tab. 4.1: Bestimmung der Verdopplungszeiten. Die Verdopplungszeiten in Tagen (angege-
ben als Mittelwert + Standardabweichung von bis zu drei unabhangigen Versuchen) wurden mit
folgender Formel berechnet: [LOG(2)xAt)/[LOG(Zellzahl nach 3 Tagen in Kultur)-
LOG(Zellaussaat zum Zeitpunkt ty)]. Alle Zellen wurden in RPMI 1640 Medium fur 72 Stunden
inkubiert und die Zellzahl mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt. Hierzu wurden jeweils 5.000
Tumorzellen und 1,5x10° J774-Zellen ausgesit.

Zelllinie Sauerstoffkonzentration
21 % 5% 1%

Colo741 1,1+0,1 1,5+0,5 3,1+0,7
HCT116 1,0+0,0 1,3+0,2 2,0+0,5
HT29 1,3+0,1 27+1.2 39+18
LS174T 1,1+0,1 1,6+0,3 46+1,6
SW620 1,1+0,2 1,5+0,1 33+0,5
WiDr 1,4+0,1 2,4+0,9 8,7 +3,8
J7ra 1,9+0,2 34+1,1 5,0 + 3,4

Auch wenn sich die Verdopplungszeiten bei 5 % und 1 % Sauerstoff im Ver-
gleich zu 21 % Sauerstoff mehr als verdoppelten, belegen die Daten doch, dass
die Zellen bei beiden Sauerstoffkonzentrationen wachsen. Zusatzlich zur Be-
stimmung der Verdopplungszeiten wurde der Anteil toter Zellen in den Kulturen
ermittelt (Abb. 4.1). Dabei war festzustellen, dass insbesondere bei Kulturen der
Karzinomzelllinien LS174T, Colo741 und SW620 der Anteil toter Zellen bei 1 %
Sauerstoff nach drei Tagen in Kultur um bis zu 50 % ansteigen konnte. Der
grofRe Anteil an toten Zellen scheint eher Ausdruck einer starkeren Empfindlich-
keit dieser Zellen auf eine Ansduerung mit Laktat zu sein (Tab. 4.4) als die Un-
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fahigkeit, per se mit den Sauerstoffverhaltnissen zurecht zu kommen. Eine Kor-
relation zwischen der Verdopplungszeit und dem Anteil an toten Zellen scheint

es nicht zu geben. Untersuchungen bei einer Sauerstoffkonzentration von 1 %
sind somit prinzipiell maglich.

1 Lebend EEE Tod A C Lebend N Tod B

HUVEC 3774
HCT116 widr HT29 SW620 LS174T Colo741 I n i

100 | —
100 = M — - o
TR ST B

50—

Zellvitalitat (%)
Zellvitalitat (%)

rrrTrrrrTrT T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T
215 1 215 1 215 1 215 1 215 1 215 1 21 5 1 21 5 1

Sauerstoffkonzentration (%) Sauerstoffkonzentration (%)

Abb. 4.1: Zellvitalitét von kolorektalen Karzinomzellen (A) und Kontrollzellen (B) bei 21 %,
5% und 1 % Sauerstoff. Anteil lebender (weil3) und toter (schwarz) Zellen im RPMI 1640 Me-
dium bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen. Die Werte basieren auf bis zu zwei un-
abhangigen Versuchen. Mit abnehmender Sauerstoffkonzentration nimmt der Anteil toter Zellen
unterschiedlich stark zu. Siehe auch Abb. 11.2 im Anhang.

Die Expression von LDH-A, LDH-B, MCT-1 und MCT-4 auf Proteinebene wurde
fur die in dieser Arbeit untersuchten kolorektalen Zelllinien nachgewiesen (Abb.
4.2). Auch HUVEC und NHDF waren positiv fur LDH-A, LDH-B, MCT-1 und
MCT-4. Der Nachweis der LDH- und MCT-Expression bei den kolorektalen Zell-
linien war Voraussetzung, um mit Untersuchungen zum antiproliferativen Effekt
beider Hemmstoffe Natriumoxamat (NaOx) und a-Cyano-4-Hydroxycinnamat
(aCHC) beginnen zu kdnnen (Kap. 4.4-4.8).
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Abb. 4.2: Expression von LDH-A,
LDH-B, MCT-1 und MCT-4 bei
21% Sauerstoff. Die Molekilge-
wichte sind 36 kDa fir LDH-A,
37 kDa fur LDH-B, 48 kDa fir MCT-
1 und 43kDa fur MCT-4.
Zu den Nachweisantikdrpern siehe
Tab. 3.3. (Originalblots in Abb.
11.17 und Abb. 11.18 im Anhang).

4.2 Untersuchungen zur Effektivitat der Atmungskette

Um die Funktion der Atmungskette kolorektaler Karzinomzelllinien und Kontroll-
zellen (HUVEC, J774) vergleichen zu kdnnen, wurde der P:O-Quotient und der
respiratorische Kontrollindex RKI (Kapitel 3.6) bestimmt (Tab. 4.2). Mit diesen
beiden wichtigen KenngréRen zur Uberprifung der Funktion der Atmungskette
wird zum einen die ATP-Bildung (P:O-Quotient) und zum anderen die Starke
der Kopplung von Protonenfluss mit der Phosphorylierung von ADP (RKI) be-

stimmt.

Fur die Karzinomzelllinie SW620 wurde ein P:O-Quotient von 2,15 fir Kom-
plex | ermittelt, der dem theoretischen Wert von 2,31 (Kapitel 3.6) sehr nahe
kommt. Fur die Tumorzelllinien Colo741, HCT116, HT29, LS174T und WIiDr
wurde ein P:O-Quotient ermittelt, der bis zu 46 % unter dem theoretischen Wert
liegt. Diese Beobachtung gilt auch fur den Komplex Il (Tab. 4.2). Hier lag der
P:O-Quotient fur die Karzinomzelllinien bis zu 50 % unter dem theoretischen
Wert von 1,38. Einzige Ausnahme war die Karzinomzelllinie SW620 mit einem
P:0O-Quotienten von 1,18+0,07. J774 Zellen wiesen mit 1,17+0,14 einen P:O-
Quotienten nahe am theoretischen Wert auf. HUVEC Zellen wiesen mit
2,93+1,27 einen extrem hohen P:0O-Quotienten auf, der, wie die grofRe Stan-
dardabweichung und die begrenzte Stichprobengrél3e (Tab. 4.2) vermuten las-
sen, von begrenzter Aussagekraft ist.
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Werden die fur J774 Zellen gemessenen P:O-Quotienten fir Komplex | und
Komplex Il als Grundlage zur Beurteilung der Funktion der Atmungskette der
Karzinomzelllinien herangezogen, so wird deutlich, dass bei funf der sechs Kar-
zinomzelllinien sowohl Komplex | als auch Komplex Il eine bis zu 40 % verrin-
gerte Bildung an ATP aufweisen als J774 Zellen. Werden zum Vergleich die
theoretischen Werte fir den P:O-Quotienten beriicksichtigt, so verringerte sich
der Anteil an gebildetem ATP sogar um bis zu 50 %. Einzig die Zelllinie SW620
stellt eine Ausnahme dar (Tab. 4.2).

Der respiratorische Kontrollindex RKI als weitere Kenngrof3e zur Beurteilung
der Funktion der Atmungskette erlaubt eine Aussage dartber, wie gut der Pro-
tonenfluss mit der Phosphorylierung von ADP gekoppelt ist. Da dies die Syn-
these von ATP beeinflusst, kann mit dem Kontrollindex RKI die Effektivitat der
Atmungskette hinsichtlich des Protonengradienten beurteilt werden - zusatzlich
zur Beurteilung des Elektronenflusses, der zur Berechnung des P:O-Quotienten
herangezogen wird. Wird der respiratorische Kontrollindex von HUVEC und
J774 Zellen, der zwischen 1,71 und 1,94 liegt (Tab. 4.2), als Referenz fir die
getesteten Karzinomzelllinien herangezogen, dann bestétigt sich fur diese Zel-
len, die einen respiratorischen Kontrollindex zwischen 1,18 und 1,66 aufweisen,
dass ihre Atmungskette tatséchlich ineffektiver zu sein scheint (Tab. 4.2). Einzig
SW620 stellt mit Werten von 2,31 fir Komplex | und 1,66 fur Komplex Il erneut

eine Ausnahme dar.
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Tab. 4.2: KenngréRBen zur Abschéatzung der Funktion der Atmungskette von kolorektalen
Karzinomzellen und Kontrollzellen (HUVEC, J774). Die Ergebnisse (Mittelwert + Standard-
abweichung von bis zu vier unabhangigen Versuchen) sind als P:O-Quotient und respiratori-
scher Kontrollindex RKI angegeben.

Zelllinie Komplex | Komplex Il
P:0" RKI? P:0" RKI?

Colo741 1,47 + 0,02 1,66 + 0,12 0,85+ 0,11 1,40 + 0,05
HCT116 1,51 + 0,09 1,51 0,25 0,80 0,12 1,34 + 0,08
HT29 1,44 +0,21 1,18 + 0,03 0,69 + 0,17 1,19 + 0,06
LS174T 1,24 + 0,38 1,57 0,12 0,71+0,15 1,36 + 0,08
SW620 2,15 + 0,33 2,31+0,27 1,18 + 0,07 1,66 + 0,17
WiDr 1,60 + 0,14 1,47 0,11 0,84 + 0,05 1,31 + 0,06
HUVEC | e 2,93+ 1,27 1,92 + 0,30°
J774 2,84 0,53 1,94 + 0,66 1,17 £ 0,14 1,71 +0,35

Y Der P:0O-Quotient gibt den Anteil an ATP Molekilen an, die gebildet werden, wenn ein Elekt-
ronenpaar die Atmungskette durchlauft und auf ein Sauerstoffatom (Formel siehe Kapitel 3.6)
Ubertragen wird. Die maximale Ausbeute an ATP betragt dabei Uber Komplex | pro Molekiil
NADH+H" ca. 2,31 Molekille ATP bzw. {iber Komplex Il pro Molekiil FADH, ca. 1,38 Molekiile
ATP (Brand M, 2005; Brand MD, Nicholls DG, 2011); 2 Der respiratorische Kontrollindex RKI ist
ein Malf3 fur die Mitochondrienfunktion (ein niedriger Wert weist auf eine mogliche Schadigung
der Mitochondrien hin); 3 N=2.

Die gemessenen Auffalligkeiten im P:O-Quotienten und beim respiratorischen
Kontrollindex RKI bei finf der sechs Karzinomzelllinien (Colo741, HCT116,
HT29, LS174T, WiDr) sind ein Indiz dafur, dass bei diesen Zellen die
mitochondriale ATP-Synthese zwar beeintrachtigt ist, aber nicht vollstandig
funktionslos. Von diesen funf kolorektalen Zelllinien zu unterscheiden sind ein-
deutig SW620 Zellen, die fur Komplex | und Komplex Il jeweils die hdchsten
Werte beim P:O-Quotienten und respiratorischen Kontrollindex RKI aufweisen.
Dies kann als Indiz gewertet werden, dass diese Zellen einen Stoffwechsel
aufweisen, der mehr dem Stoffwechsel nicht-maligner Kontrollzellen als dem
von Karzinomzellen ahnelt. Die Untersuchungen zum Verbrauch an Glukose

und zur Bildung von Laktat stiitzen diese Annahme (Kap. 4.3).

Die Ursachen fur die nachweisbar verminderte Funktion der Mitochondrien von
Colo741, HCT116, HT29, LS174T und WiDr kénnen vielfaltig sein. So kann ein
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von der Atmungskette unabhangiger Sauerstoffverbrauch den ATP-Umsatz
mindern, da Sauerstoff als Akzeptor fur Elektronen aus der Atmungskette nicht
mehr uneingeschrankt zur Verfigung steht. Dies verringert den Sauerstoffver-
brauch durch die Atmungskette und damit den ATP-Umsatz (gemessen als
OxPh). Ergdnzend zum mitochondrialen Sauerstoffverbrauch wurde der nicht-
mitochondriale Sauerstoffverbrauch, verursacht durch Desaturasen und Enzy-
me zur Detoxifizierung, mit der NMO,-Messung bestimmt. Um diese Messun-
gen durchfuihren zu kdnnen, ist als erstes zu Uberprifen, ob sich kolorektale
Karzinomzellen und Kontrollzellen in ihrem basalen Sauerstoffverbrauch (BA-
SIS) unterscheiden. Ist dies der Fall, dann sind die Voraussetzungen gegeben
(Brand MD, Nicholls DG, 2011; Hill BG et al., 2012), um die Parameter OxPh
und NMO; zu bestimmen. Die Angaben hierzu in der Tabelle beziehen sich im-
mer auf 10° Zellen (Tab. 4.3).

Der fur die Karzinomzellen ermittelte basale Sauerstoffverbrauch (Tab. 3.4) lag
zwischen 13,8 und 19,2 x 10° mol/L x s™* (im Mittel 15,77 x 10° mol/L x s™). Die
Kontrollzellen HUVEC und J774 wiesen mit Werten von 6,4 und 14,2 x 10°
mol/L x s™ tendenziell niedrigere Werte auf als die Karzinomzellen. Der fiir
HUVEC ermittelte basale Sauerstoffverbrauch unterschied sich um 59 % vom
mittleren Sauerstoffverbrauch fur die Karzinomzellen. Dieser Unterschied be-
trug bei J774 Zellen lediglich 10 %. Somit waren HUVEC als Kontrollen zur Be-
stimmung der Parameter OxPh und NMO, ungeeignet. Auffallig war, dass
LS174T und SW620 Zellen einen um 22 % bzw. 35 % erhdhten basalen Sauer-
stoffverbrauch aufwiesen als J774 Zellen. Dieser auf einen erhdhten Umsatz
endogener Substrate beruhender Unterschied deutet mdglicherweise auf einen
gesteigerten Stoffwechsel in diesen Zellen hin (Abb. 3.2).

Kolorektale Karzinomzelllen und benigne J774 Zellen wiesen einen vergleichba-
ren, durch die Atmungskette verursachten Sauerstoffverbrauch als Marker fur
den ATP-Umsatz auf (,OxPh®, Tab. 4.3). Dieser betrug fur J774 Zellen
10,9+3,0 x 10° mol/L x s* und fir die Karzinomzellinien im Durchschnitt
11,1 x 10°® mol/L x s™. Colo741 Zellen wiesen mit 9,6+2,5 x 10° mol/L x s den
geringsten Umsatz an ATP und LS174T mit 13,7+3,8 x 10°® mol/L x s™* den
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hdchsten Umsatz an ATP auf. Der gesteigerte Grundumsatz von LS174T und
SW620 Zellen (s. oben) korreliert ebenfalls mit einem gesteigerten ATP-
Umsatz. Der gesteigerte ATP-Umsatz an der Atmungskette von LS174T und
SW620 Zellen korreliert mit dem gesteigerten Grundumsatz (BASIS) dieser Zel-
len (Tab. 4.3).

J774 Zellen wiesen einen nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (NMO,)
von 0,2+0,2 x 10 mol/L x s* auf. In diesem Bereich lag auch der fir SW620
bestimmte Sauerstoffverbrauch von 0,1+0,1 x 10°® mol/L x s™. Firr alle anderen
Karzinomzelllinien lag der nicht-mitochondriale Sauerstoffverbrauch héher und
reichte von 0,520,1x10° mol/L xs™ fur HT29 Zellen bis 1,3x0,5 x 10°
mol/L x s™ fir HCT116 Zellen. Die Schwankungen der Messwerte lassen aber

keine statistisch signifikanten Unterschiede zu (Tab. 4.3).

Als Ursache fur den verringerten P:O-Quotienten und respiratorischen Kontroll-
index RKI bei finf von sechs Karzinomzelllinien (Colo741, HCT116, HT29,
LS174T WiDr) konnten stoffwechselspezifische Besonderheiten ausgeschlos-
sen werden. So unterschieden sich diese Zellen untereinander nicht in ihrem
basalen Sauerstoffverbrauch (BASIS), mitochondrialen Sauerstoffverbrauch
(OxP) und nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (NMOZ2). Sie wiesen auch
keine Unterschiede zu SW620 Zellen bzw. Kontrollzellen auf (Tab. 4.3).
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Tab. 4.3: Basaler Sauerstoffverbrauch (BASIS), Sauerstoffverbrauch durch oxidative
Phosphorylierung (OxPh, ATP-Umsatz), nicht-mitochondrialer Sauerstoffverbrauch
(NMO,) und respiratorische Reservekapazitat (RRK) von kolorektalen Karzinomzellen und
Kontrollzellen (HUVEC, J774). Die Werte sind angegeben in 10°® mol/L x s™ fiir 10° Zellen und
basieren auf bis zu drei unabhéngigen Versuchen. Fur die Versuche wurden die Zellen in RPMI
1640 Medium bei 37°C inkubiert.

Zelllinie BASISY OxPh? NMO,? RRK?

Colo741 138+3,1 96+2,5 0,5+0,1 13,1+1,0
HCT116 150+ 1,4 10,6 £ 0,6 1,3£0,5 153+2.8
HT29 14,9+2,9 10,7 £2,6 0,5+0,5 225+3,1
LS174T 19,2 +4,8 13,7+3,8 0,7+0,6 20,0 + 4,7
SW620 17,4+ 0,9 11,5+0,8 0,1+0,1 20,8 +1,3
WiDr 14,3 +3,9 10,5+ 3,1 0,8+0,6 253+54
HUVEC® 6,4+ 1,2 k.d.” k.d.” k.d.”

J774 14,2 + 3,6 10,9 + 3,0 0,2+0,2 41+472

Y Der Sauerstoffverbrauch der Zellen zum Aufrechterhalten der basalen Zellfunktionen. ? OxPh:
berechneter Sauerstoffverbrauch durch oxidative Phosphorylierung, der Riickschlisse auf den
ATP-Umsatz (oder ,ATP Turnover®) zulésst. ¥ Nicht-mitochondrialer Sauerstoffverbrauch Siehe
auch Tab. 11.1. “ Die respiratorische Reservekapazitat ist eine MessgroRe fir den
mitochondrialen Energiestatus der Zelle und stellt ein Mal3 fir die Anpassung des Elektronen-
transports an einen erhdhten Energiebedarf dar.. ® keine Daten vorhanden. © N=2.

4.3 Biochemische Untersuchungen zum Glukosestoffwechsel

Zur Analyse des Glukosestoffwechsels wurden bis zu 1,5x10° Zellen in eine
Kulturschale mit sechs Vertiefungen ausgesat. Bei einer Konfluenz von 90-
100 % wurde das Medium gewechselt und nach Zugabe von frischem RPMI
1640 Medium die Zellen fur 48 Stunden bei unterschiedlichen Sauerstoffkon-
zentrationen (21 %, 5 % und 1 %) inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen, die Zellen geerntet und der Anteil lebender und toter
(Trypanblau-positiver) Zellen bestimmt. Die Werte flr Glukose- und Laktat (in
mol/L) wurden auf 1x10° Zellen umgerechnet (Tab. 4.4). Zellen samtlicher Zell-
linien, auch die Kontrollzellen, zeigten mit abnehmender Sauerstoffkonzentrati-
on einen erhohten Glukoseverbrauch um bis zu 75 %, den sog. ,Pasteur-Effekt*
(Tab. 4.4 und Abb. 11.4).
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Tab. 4.4: Glukoseverbrauch und Laktatbildung bei 5 % und 1 % Sauerstoff. Die Werte sind
in 10° mol/L x min™ fur 10° Zellen angegeben. Die Messwerte (Mittelwert + Standardabwei-
chung) basieren auf bis zu drei unabhangigen Versuchen. Das Medium war stets RPMI 1640.
Die Werte bei 21 % Sauerstoff sind in Tab. 11.2 fur die Karzinomzelllinien bzw. in Tab. 11.3 fur
die Kontrollzellen aufgefuihrt. Hinweis: Da thermodynamisch relevante GréRen wie Temperatur
und Druck bei den Experimenten nicht konstant gehalten wurden, sind die Messdaten und die
hierauf beruhenden Berechnungen als Tendenzen zu werten.

Zelllinie Glukoseverbrauch Laktatbildung
5% 1% 5% 1%

Colo741 1.196,0 + 257,8  1.636,5+212,8 |2.757,8+546,8 3.738,8+215,9
HCT116 772,5+111,2 1.797,6 + 455,0 |1.660,1+309,0 ;4.060,3+ 1003,2
HT29 601 + 140,9 1.041,7 +123,4 |1.152 +282,9 1.979,3+393,5
LS174T 1.052,7+174,1 2783,6 £619,6 2.359,7 +247,2  6.326,4 +981,7
SW620 463,2 + 48,3 735,8 + 157,9 1.039,2 + 32,3 1.703,3 + 489,1
WiDr 632 +100,1 1.106,2 +433,6 |1.232,2+241,4 2.267,3+834,1
J774 635,5 + 163,5 961,0 + 445,3 1.312,4 +360,0 |2.243,3+1049,4
HUVEC 495,1 + 182,3 828,6 + 272,5 1.094,6 + 369,5  1.822,9+564,7

Die unterschiedlich starke Laktatbildung bei 5 % Sauerstoff (Warburg-Effekt)
wurde genutzt, um die kolorektalen Karzinomzellen in drei Kategorien einzutei-
len: Colo741 und LS174T als starke Laktatbildner mit einer Rate von Uber
2.000x10”° mol/L x min™!; HCT116, HT29 und WiDr als mittelstarke Laktatbildner
mit einer Rate zwischen 1.100 und 1.700x10° mol/L x min™ (in diese Gruppe
gehoren auch J774 Zellen) und SW620 (zusammen mit HUVEC) als schwacher
Laktatbildner mit einer Rate von ca. 1000x10™° mol/L x min™. Diese Einteilung
gilt auch fur die Laktatbildung bei 21 % Sauerstoff (Tab. 11.2).

Am Beispiel von Colo741 und SW620 Zellen ist gut zu erkennen, dass in
Krebszellen der glykolytische und oxidative Glukoseabbau in unterschiedlichen
Verhéltnissen zueinander steht. Beide Zelllinien weisen einen sehr guten P:O-
Quotienten fur Komplex | und Komplex Il als Hinweis auf eine gute Mitochon-
drienfunktion auf (Tab. 4.2), gehtren aber zu unterschiedlichen Kategorien der
Laktatbildner.
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Der Pasteur- und Warburg-Effekt sind fur die beiden Kolonkarzinomzelllinien
Colo741 und WiDr exemplarisch dargestellt (Abb. 4.3). Die Zellen unterschei-
den sich deutlich in ihrem Glukoseverbrauch bei 5 %, aber auch bei 1 % (Hypo-
xie) Sauerstoff (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Glukoseverbrauch bei 5% und 1% Sauerstoff. Der Glukoseverbrauch von
Colo741 und WiDr (A) und samtlicher Zelllinien (B). Die Versuche wurden im RPMI 1640 Medi-
um durchgefiihrt und basieren auf drei unabhangigen Versuchen (,biologische Replikate®). Die
Messwerte sind als Mittelwert + Standardabweichung fir 1 Million Zellen angegeben. Fir die
beiden kolorektalen Zelllinien Colo741 und WiDr ist exemplarisch gezeigt, dass der
Glukoseverbrauch durch Sauerstoff reguliert wird (Pasteur-Effekt, ,P“) und bei Anwesenheit von
Sauerstoff (5 %) geringer ist als in Hypoxie (1 % Sauerstoff). Der Warburg-Effekt (,W*), also der
Anteil an Glukose, der in Gegenwart von Sauerstoff in Laktat (ibergeht, ist am Beispiel der
Colo741 und WiDr Zellen als Differenz im Glukoseverbrauch bei 5 % Sauerstoff angegeben.

Der Glukoseverbrauch zwischen 1 % Sauerstoff und der unphysiologischen
Kontrolle von 21 % Sauerstoff unterscheidet sich wie erwartet ebenfalls deutlich
(Anhang Abb. 11.5, Abb. 11.6).

Die in Tab. 4.4 aufgeflihrten Messdaten und die Stdchiometrie zwischen
Glukoseverbrauch und Laktatbildung (1 mol Glukose — 2 mol Laktat) erlauben
eine Abschatzung, wie viel von der verbrauchten Glukose durch oxidative

Phosphorylierung und zur Bildung fur Laktat verstoffwechselt wurde.

Aus Abb. 4.4 ist zu erkennen, dass samtliche Tumorzelllinien bei 21 % Sauer-
stoff gleichzeitig atmen und garen. Mit abnehmender Sauerstoffkonzentration
wurde immer mehr Glukose zu Laktat reduziert. Bei 1 % Sauerstoff wiesen

samtliche Zelllinien einen Garstoffwechsel auf.
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Abb. 4.4: Glukoseverbrauch bei 21 % (A),
5% (B) und 1 % (C) Sauerstoff. Angegeben
ist der prozentuale Anteil an umgesetzter
Glukose, der von den Zellen fir die oxidative
Phosphorylierung und Laktatbildung einge-
setzt wurde. Die Versuche wurden im RPMI
1640 Medium durchgefihrt. Die zugehorigen
Messwerte (Mittelwert und Standardabwei-
chung) basieren auf drei unabhangigen Ver-
suchen (siehe Einzelwerte in Tab. 4.5). Mit
abnehmendem Sauerstoff nimmt der prozen-
tuale Anteil der Zellgdrung (Glukose fur
Laktat) zu. Zu den Kontrollzellen siehe An-
hang Abb. 11.7.

Abb. 4.4 verdeutlicht, dass die verstarkte Bildung von Laktat in Gegenwart von

Sauerstoff zwar eine Eigenschaft von Krebszellen darstellt, dass aber auch

Kontrollzellen diese Fahigkeit aufweisen kénnen. Interessanterweise wird diese

bereits von Warburg beschriebene Beobachtung, dass der glykolytische Phano-

typ oder Warburg-Effekt zwar eine charakteristische, aber keine absolute Ei-

genschaft maligner Zellen darstellt, vom Grol3teil der Publikationen zum Thema

Tumorstoffwechsel in aller Regel nicht thematisiert.

Die Beobachtung, dass auch humane Endothelzellen (HUVEC) und murine

Makrophagen (J774) Laktat in Gegenwart von Sauerstoff bilden, ist sicherlich

dem Umstand geschuldet, dass Zellen wéahrend ihrer Teilungsphase auf aerobe

Glykolyse ,umschalten (Wang T et al., 1976).
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Tab. 4.5: Glukoseverbrauch bei 5% und 1 % Sauerstoff. Angegeben ist der prozentuale
Anteil an umgesetzter Glukose, der von den Zellen fur die oxidative Phosphorylierung und
Laktatbildung eingesetzt wurde. Alle Messwerte (Mittelwert £ zugehdoriger Standardabweichung)
sind in Prozent angegeben und basieren auf den Daten aus Abb. 4.4. Die Versuche wurden in
RPMI 1640 Medium durchgefiihrt. Werte fir 21% Sauerstoff in Tab. 11.5. Hinweis: Da thermo-
dynamisch relevante GréfRen wie Temperatur und Druck bei den Experimenten nicht konstant
gehalten wurden, sind die Messdaten und die hierauf beruhenden Berechnungen als Tenden-
zen zu werten.

5% Sauerstoff 1 % Sauerstoff
OoxPh?" Laktat ? OxPh?" Laktat ?
Colo 741 - 100 = 100
HCT116 0,1+0,1 999+0,1 = 100
HT29 44+14 96,6 +£1,4 = 100
LS174T - 100 = 100
SW620 - 100 - 100
WiDr 31+4,1 96,9+4,1 - 100
J774 - 100 - 100
HUVEC - 100 - 100

Y OxPh: Prozentualer Anteil der fiir die oxidative Phosphorylierung eingesetzten Glukose 2

Laktat: Prozentualer Anteil der fir die Laktatbildung eingesetzten Glukose. Glukose. (-) kein
Messwert, somit kein Nachweis fur OxPh.

Die biochemischen Untersuchungen zum Glukosestoffwechsel kolorektaler
Karzinomzellen haben somit ergeben, dass funf der sechs Zelllinien eine deut-
lich erhthte Bildung von Laktat aufweisen. Zudem weisen Zellen dieses
,glykolytischen® Phanotyps eine geringere Kapazitat der mitochondrialen ATP-
Synthese auf (Tab. 4.2). Insbesondere bei diesen funf Zelllinien sollten deshalb
die beiden Stoffwechselinhibitoren NaOx und aCHC einen deutlichen antiproli-

ferativen Effekt aufweisen.

4.4 1Cso-Werte fiur 5-FU, NaOx und aCHC
Zur Bestimmung der antiproliferativen Effekte von 5-FU, NaOx und aCHC wur-

de zuerst der jeweilige ICso-Wert bei 21 % Sauerstoff bestimmt. Dieser Wert
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gibt die Wirkstoffkonzentration an, bei der ein biologischer Effekt (Zytotoxizitat,
Zytostase) bei 50 % der Zellen eintritt. Die Berechnung der ICso-Werte stellt
nicht nur die einzige mathematische Mdglichkeit dar, bei einem sigmoiden Kur-
venverlauf eine mathematische Kenngro3e exakt zu berechnen und damit das
Ansprechen von Zelllinien auf einen Inhibitor miteinander vergleichen zu kon-
nen, sondern sie erlaubt auch, Konzentrationsbereiche abzuschéatzen, in denen

der Inhibitor weitestgehend eine spezifische Wirkung aufweist.

Der ICso-Wert fiir 5-FU wurde fiir den Konzentrationsbereich von 10 mol/L bis
10" mol/L bestimmt (Abb. 4.5). Dabei unterschieden sich die ICso-Werte fiir die
Zelllinien Colo741, HCT116, HT29 und WIDr nicht wesentlich voneinander und
lagen in einem Bereich zwischen 3,4x10° mol/L und 5,7x10° mol/L. Fir
LS174T und SW620 war der ICso-Wert deutlich erhoht und lag bei 8,5x10° und
12,1x10°° mol/L (Tab. 4.6). Der ICso-Wert fur NaOx wurde fur den Konzentrati-
onsbereich von 10 mol/L bis 10 mol/L bestimmt. Die ICso-Werte von NaOx fiir
die kolorektalen Zelllinien lagen zwischen 27,2x107° und 38,6x10° mol/L (Tab.
4.6). Der ICs-Wert fiir aCHC wurde fiir den Konzentrationsbereich von 107
mol/L bis 102 mol/L bestimmt. Die ICs,-Werte von aCHC fiir die kolorektalen

Zellllinien lagen zwischen 1,2x10° mol/L und 3,2x107 mol/L (Tab. 4.6).

Tab. 4.6: ICso-Werte von 5-Fluoruracil (5-FU), Natriumoxamat (NaOx) und a-Cyano-4-
Hydroxycinnamat (aCHC). Die Messwerte (Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall, 95 % KiI)
reprasentieren 5-8 unabhéngige Versuche (,biologische Replikate®) fir 5-FU und bis zu drei
unabhéngigen Versuchen fir NaOx und aCHC.

Zelllinie 5-FU NaOx aCHC
Mittelwert 95 % K Mittelwert 95 % KiI Mittelwert 95 % KiI
[10° mol/L] [10°mol/L] [10® mol/L] [10°mol/L] [10° mol/L] [10°mol/L]
Colo741 3,4 2,7-4,6 30,9 22,2-43,2 2,3 1,5-3,4
HCT116 4,0 3,1-5,1 27,2 19,0-39,0 1,7 1,2-2,3
HT29 51 5,2-13,0 31,3 25,4-38,6 1,2 0,9-1,6
LS174T 8,5 6,2-11,6 35,7 26,4-48,3 1,3 1,1-15
SW620 12,1 7,6-19,3 38,6 30,8-48,4 3,2 1,9-5,5
WiDr 5,7 3,1-10,1 37,3 28,4-49,1 2,0 1,4-29
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Abb. 4.5: Bestimmung der
ICso-Werte von 5-FU fir die

&= col741 kolorektalen Karzinomzellli-

5% = HcTile nien. Die Wirksamkeit von 5-FU
B —— HT20 wurde fir einen Konzentrations-
g2 -0 isizat bereich von 10° mol/L bis 10™
® 3 - swe20 mol/L Uberpruft. Mit dem Com-
gz - wor puterprogramm ,GraphPad
< Prism 6.04“ wurde der Kurven-
= verlauf erstellt und die ICso-
, Werte (Tab. 4.6) wurden be-

rechnet.

5-Fluoruracil [log mol/L]

4.5 |1Cso-Werte fur die Kombination aus 5-FU und NaOx

Der antiproliferative Effekt flir die Kombination aus NaOx und 5-FU wurde als
nachstes untersucht. Hierzu wurden fur den Konzentrationsbereich von 5-FU
(10 mol/L bis 10 mol/L) vier Konzentrationen an NaOx uberpriift: 20x107
mol/L, 40x10° mol/L, 80x10° mol/L, 100x10° mol/L. Die Anderung der ICso-
Werte fur 5-FU durch Zugabe von NaOx ist exemplarisch fur die Zelllinie
HCT116 in Tab. 4.7 angegeben. Der Vergleich mit den ICso-Werten fir 5-FU
und NaOx (Tab. 4.6) zeigt eine Zunahme des antiproliferativen Effekts
(=Wirksamkeit) durch die Kombination beider Substanzen; erkennbar an der
Abnahme der ICso-Werte.

Tab. 4.7: 1ICso-Werte fur die Kombination aus 5-FU (flir den Konzentrationsbereich 107 bis
10™ mol/l) und NaOx (Konzentrationen wie angegeben) am Beispiel der Karzinomzelllinie
HCT116. Die Messwerte (Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall, 95 % KI) basieren auf bis zu
drei unabhangigen Versuchen (,biologische Replikate®). Die ICso-Werte fur 5-FU und NaOx sind
in Tab. 4.6 aufgefuhrt. Die ICsp-Werte von 5-FU und 5-FU mit 20x107 mol/L NaOx unterschei-
den sich kaum. Durch Zugabe von 40x10° mol/L NaOx verringert sich der ICso-Wert um den
Faktor 1000 auf 7,6x10°° mol/L. Fur 60x10° mol/l und 80x10° mol/l NaOx liegt der Anteil vitaler
Zellen bereits fiir 10° mol/L 5-FU unter 50 %.

NaOx [mol/L] ICso fuir 5-FU und NaOx
Mittelwert [mol/L] 95 % Kl [mol/L]
0 3,6x10° 25-52x10°
20 x10° 2,0x10° 09-4,4x10°
40 x10° 7,6 x 10° 2,1-28x107
60 x107 8,2x10™ 1,1-62x10™
80 x10° 2,7x10™° 0,4-16x10™
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In Abb. 4.6 sind die Ergebnisse der Kombinationsversuche aus 5-FU und NaOx
graphisch dargestellt. Jede der vier Konzentrationen an NaOx wurde fir den
Konzentrationsbereich von 5-FU von 10° mol/L bis 10* mol/L getestet. Die
Wirksamkeit von 5-FU wurde durch Zugabe von NaOx gesteigert. Hierdurch
verschiebt sich der Wendepunkt der sigmoiden Kurven (=ICsp) nach links in
Richtung niedriger Konzentrationen an 5-FU.

Abb. 4.6: Steigerung der Ef-
fektivitat von 5-FU durch Zu-
a0x (@ moi gabe von 20, 40, 80, und
20X (020 molh 100x10°® mol/L

ol

Natriumoxamat (NaOx) am
Beispiel der Zelllinie HCT116.
Die zugehérigen Messwerte
(Mittelwert mit 95 %
Konfidenzintervall) sind in Tab.
4.7 angegeben.

Tt

N

N m
NaOx (40x10° m
NaOx (60x10™° mol/l)
N m

Ox (80x10° molll)

Proliferation

5-Fluoruracil [log mol/L]

In Tab. 4.8 sind die ICso-Werte fir die Kombination von 5-FU und NaOx fir die
Karzinomzelllinien angegeben. Fur die Zelllinien HCT116, HT29, Colo741,
LS174T und WiDr wurde durch Zugabe von 40x10 mol/L NaOx zu 5-FU im
Konzentrationsbereich von 10 mol/L bis 10™ mol/L der antiproliferative Effekt
von 5-FU um einen Faktor von bis zu 7.000 und fur SW620 um mehr als den
Faktor 10.000 verstarkt.

Fir die nachfolgenden Versuche wurde sich fiir die Konzentration von 40x107
mol/L NaOx entschieden, da bei dieser Konzentration noch ein vollstandiger
Kurvenverlauf Uber den gesamten Konzentrationsbereich von 5-FU mdglich
war. Hohere Konzentrationen an NaOx filhrten bereits bei der niedrigsten Kon-
zentration an 5-FU (10° mol/L) zu zelltoxischen Effekten; d. h. der Anteil vitaler

Zellen verringerte sich um mehr als 50 %.
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Tab. 4.8: ICso-Werte fuir 5-FU und der Kombination aus 5-FU mit 40x10° mol/L NaOx. Die
Messwerte (Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall, 95 % KIl) basieren auf bis zu acht unabhéan-
gigen Versuchen (,biologische Replikate®). Die Zugabe von 40x10° mol/L NaOx steigerte die
Wirksamkeit von 5-FU bei allen Zelllinien.

Zelllinie 5-FU 5-FU + NaOx [40 x10™° mol/L]
Mittelwert 95 % K Mittelwert 95 % Kl
[10° mol/L] [10°mol/L] [10° mol/L] [10° mol/L]
Colo741 3.400 2.700-4.600 1,9 0,6 -6,6
HCT116 4.000 3.100-5.100 7,6 2,1-28
HT29 5.100 5.200-13.000 1,3 0,3-59
LS174T 8.500 6.200-11.600 9,3 2,2-39
SW620 12.100 7.600-19.300 0,029 0,006 — 0,013
WiDr 5.700 3.100-10.100 0,86 0,18 -0,41

4.6 |1Cso-Werte fir die Kombination aus 5-FU und aCHC

Die Kombination aus 5-FU und aCHC wurde als nachstes untersucht. Hierzu
wurden fiir den Konzentrationsbereich von 5-FU (10 mol/L bis 10" mol/L) vier
Konzentrationen an aCHC eingesetzt: 1, 2, 4 und 10 mmol/L. Auch fir diese
Kombination wurden die ICso-Werte bestimmt (Tab. 4.9) Die Zugabe von 2x107
mol/L aCHC zu 5-FU steigerte den antiproliferativen Effekt von 5-FU um den
Faktor 10.000 bei LS174T, um den Faktor 1.000 bei Colo741 und HT29, um
den Faktor 100 bei HCT116, um den Faktor 10 bei WiDr und SW620. Die Zu-
gabe von 4x10° mol/L aCHC zu 5-FU steigerte den antiproliferativen Effekt von

5-FU um den Faktor 10.000 bei allen Karzinomzelllinien.

Fur die nachfolgenden Versuche wurde sich fiir die Konzentration von 2x107
mol/L entschieden, da bei dieser Konzentration bei allen Tumorzelllinien eine
Verstarkung des antiproliferative Effekt von 5-FU durch Zugabe von aCHC ge-
zeigt wurde. Weiterhin entspricht die fir aCHC gewahlte Konzentration von
2x102 mol/L in etwa dem Mittelwert der ICso-Werte der sechs Karzinomzelllinien
(siehe Tab. 4.6).
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Tab. 4.9; ICso-Werte fuir 5-FU und der Kombination aus 5-FU mit 2x10° mol/L bzw. 4x107
mol/L aCHC. Die Messwerte (Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall, 95 % KIl) reprasentieren
bis zu acht unabhangige Versuche (,biologische Replikate®). Die Zugabe von 2 bzw. 4x107
mol/L aCHC steigert die Wirksamkeit von 5-FU abhéngig von der Zelllinie.

e i
Mittelwert 95 % K| Mittelwert 95 % KI Mittelwert 95 % Kl
[10° mol/L] [10° mol/L] [10° mol/L] [10°mol/L] [120° mol/L] [10°mol/L]
Colo741 3.400 2.700-4.600 1,2 0,3-4,8 0,2 0,06 - 0,65
HCT116 4.000 3.100-5.100 84 22 - 320 0,39 0,13-0,11
HT29 5.100 5.200-13.000 4,7 0,9-25 0,62 0,14 - 0,27
LS174T 8.500 6.200-11.600 0,61 0,18-0,2 0,22 0,07 - 0,77
SW620 12.100 7.600-19.300 1.300 300 - 5.300 0,25 0,07 - 0.92
WiDr 5.700 3.100-10.100 140 30 - 680 0,79 0,20-3,1

4.7 Antiproliferative Effekte der Kombination 5-FU, NaOx und aCHC

Zur Untersuchung der antiproliferativen Effekte wurden folgende Konzentratio-
nen an 5-FU und den beiden Hemmstoffe basierend auf der Bestimmung der
ICso-Werte (Tab. 4.6-4.9) festgelegt: 5-FU: 5x10° mol/L; NaOx: 40x10™° mol/L
und aCHC 2x107 mol/L. Beide Hemmstoffe wurden bei Sauerstoffkonzentratio-
nen von 5 % und 1 % getestet. Die Laktatbildung bei beiden Sauerstoffkonzent-
rationen durch kolorektale Karzinomzellen wurde gezeigt (Tab. 4.4). Die Zellen
wurden fur 72 und 120 Stunden inkubiert (Daten fir die Inkubationsdauer von
72 Stunden im Anhang).

Die Konzentration an 5-FU von 5x10° mol/L entspricht dem Mittelwert der ICsp-
Werte fur die funf Karzinomzelllinien Colo741, HCT116, HT29, LS174T und
WiDr (Tab. 4.6). Die Wahl fir diese Konzentration an 5-FU wurde aus prakti-
schen Erwagungen getroffen, um die Komplexitat der zahlreichen Kombinati-
onsansatze nicht zusatzlich durch verschiedene 5-FU-Konzentrationen zu er-
hohen. Ein Nachteil dieser Vorgehensweise ist, dass die gewéahlte Konzentrati-
on sich unterschiedlich stark von den ICso-Werten fiir die einzelnen Zelllinien
unterschiedet; am starksten fir SW620. Da Untersuchungen zum antiproliferati-
ven Effekt beider Hemmstoffe (Stoffwechselinhibitoren) im Vordergrund stan-

den, wurde dieser Nachteil als akzeptabel erachtet.
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Abbildung 4.7: Darstellung der prozentua-
len Abweichung der ICso-Werte fir die
sechs kolorektalen Karzinomzelllinien von
der gewéhlten Konzentration an 5-FU von
5x10° mol/L.

5x10°% mol/l
Colo741: 32% ]

HCT116: 20 % <=
f=p HT29: 2%

= WiDr 14%

. |_S174T: 70 %

SWE20: 142 %

Unterhalb  Oberhalb

Zum besseren Uberblick der umfangreichen Daten, werden folgende Abb.

nachfolgend behandelt:
Abb. 4.8: Der antiproliferative Effekt von NaOx, aCHC und 5-FU.

Abb. 4.9: Der antiproliferative Effekt der Kombination aus NaOx und aCHC im
Vergleich zu 5-FU.

Abb. 4.10: Der antiproliferative Effekt der Dreifachkombination aus 5-FU, NaOx
und aCHC.

In den Abb. 4.8-4.10 wurde der Anteil vitaler Zellen bei unterschiedlichen Sau-
erstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %) nach 120 Stunden bestimmt. Abb.
4.8 und Abb. 4.9 unterscheiden sich lediglich darin, dass in Abb. 4.9 der Uber-

sicht wegen die Ergebnisse zu den Einzelsubstanzen weggelassen wurden.

Abb. 4.11: Der antiproliferative Effekt der Zweifach- und Dreifachkombinationen.
Der Anteil vitaler Zellen wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen

(21 %, 5 % und 1 %) nach neun Tagen bestimmt.

Allgemeine Betrachtungen zu Abb. 4.8:

Wie aufgrund der Daten aus Tab. 4.1 zu erwarten ist, reagierten die un-
behandelten Tumorzellen Colo741, HCT116, LS174T und SW620 unterschied-
lich auf die veranderten Sauerstoffkonzentrationen. So verringerte sich der An-
teil vitaler Zellen bei 5 % Sauerstoff im Vergleich zu 21 % Sauerstoff um ca.
20 %, bei HT29 und WIDr sogar um ca. 50 %. Dem Unterschied in der Zellvitali-
tat bei 21 % und 5 %, der zwar dramatisch sein kann (Abb. 4.8), wird aufgrund

der unphysiologischen Sauerstoffkonzentration von 21 % aber keine grof3e Be-
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deutung beigemessen. Zudem féllt der Unterschied in der Zellvitalitat zwischen
5% und 1 % Sauerstoff sehr viel geringer aus (Abb. 4.8 und im Anhang Abb.
11.9).

Der antiproliferative Effekt von 5x10° mol/L 5-FU war bei jeder der sechs Zellli-
nie unabhangig von der Sauerstoffkonzentration vergleichbar. Der Anteil an vi-
talen Zellen verdoppelte sich maximal im Beobachtungszeitraum (Abb. 4.8 und
im Anhang Abb. 11.9).

Die wachstumsverzégernde Wirkung der Einzelsubstanzen NaOx und aCHC
fuhrte mit Ausnahme von SW620 zu einer Abnahme vitaler Zellen um bis zu
47 % nach 72 Stunden bzw. 120 Stunden (im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle). Dies gilt fir 5 % und 1 % Sauerstoff (Abb. 4.8 und im Anhang Abb.
11.9).
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Abb. 4.8: Der antiproliferative Effekt von NaOx, aCHC und 5-FU. Der Anteil vitaler Zellen
wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %) nach 120 Stunden
bestimmt. Die Ergebnisse (Mittelwert + Standardabweichung) beruhen auf vier unabhéngigen
Versuchen und sind bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung). Unbehandelte Kon-
trolle (orange); 2x10° mol/L aCHC (weil); 40x10°° NaOx mol/L (weil3); die Kombination aus
2x10° mol/L aCHC und 40x10® mol/L NaOx (grau; “Kombi); 5x10° mol/L 5-FU (gepunktet).
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Antiproliferative Effekte der Zweifachkombination aus NaOx und aCHC
(Abb. 4.9)

Der antiproliferative Effekt der beiden einzelnen Hemmstoffe war auch bei den
physiologisch relevanten Sauerstoffkonzentrationen von 5% und 1 % zu be-
obachten und fiihrte zu einer Abnahme der Zellvitalitdt von bis zu 47 %. Beide
Hemmstoffe in Kombination verringerten den Anteil vitaler Zellen bei funf von
sechs getesteten Karzinomzelllinien (Colo741, HCT116, HT29, LS174T, WiDr)
um bis zu 65 % nach 120 Stunden; ein ahnliches Ergebnis wurde nach 72
Stunden gemessen. Dabei war die Kombination aus NaOx und aCHC in den
meisten Fallen so wirksam wie 5x10® 5-FU. Dies gilt fir 5 % Sauerstoff und
1 % Sauerstoff (Abb. 4.9 und im Anhang Abb. 11.10). Diese zusatzliche, aber
doch begrenzte Abnahme vitaler Zellen lasst keinen Hinweis auf eine additive

bzw. synergistische Wirkung zwischen NaOx und aCHC zu.

Von den sechs Karzinomzelllinien reagierten SW620 Zellen wesentlich unemp-
findlicher auf NaOx und aCHC und zwar nicht nur gegenuber den Einzelsub-
stanzen, sondern auch in der Kombination. So blieb der Anteil vitaler Zellen bei
den behandelten SW620 Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen bei 21 %
und 5 % Sauerstoff nach 120 und 72 Stunden nahezu gleich. Bei 1 % Sauer-
stoff war schlie3lich ein wachstumsverzogernder Effekt von mehr als 30 % zu
messen, vergleichbar einer Monobehandlung mit 5-FU in der Konzentration von
5x107° (Abb. 4.8 und Abb. 4.9 und im Anhang Abb. 11.9 und Abb. 11.10).
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Abb. 4.9: Der antiproliferative Effekt von NaOx, aCHC und 5-FU. Daten wie in Abb. 4.8, aber
ohne die Ergebnisse fiir die Einzelsubstanzen zur besseren Ubersicht. Der Anteil vitaler Zellen
wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %) nach 120 Stunden
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung von vier unabhangigen
Versuchen berechnet und sind bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung). Un-
behandelte Kontrolle (oran%e); Kombination aus 2x10” mol/L aCHC und 40x10® mol/L NaOx
(grau; “Kombi“); 5-FU 5x10™ mol/L (gepunktet).
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Dreifachkombination aus 5FU, NaOx und aCHC (Abb. 4.10)

Wahrend der Einfluss der drei Konzentrationen an 5-FU auf den antiproliferati-
ven Effekt der Dreifachkombination bei 21 % Sauerstoff und der physiologi-
schen Sauerstoffkonzentration von 5 % nachzuweisen war, war dies in Hypoxie,
als bei 1 % Sauerstoff, nicht mehr der Fall. Die Kombination von NaOx und
aCHC mit 5-FU fuhrte nicht zu einer Zunahme des antiproliferativen Effekts von
5-FU. Additive bzw. synergistische Effekte zwischen 5-FU und den beiden Inhi-

bitoren lieRen sich in der Dreifachkombination somit nicht nachweisen.

Die Verringerung der Konzentration an 5-FU auf 0,5x10° mol/L bzw. 0,05x10°
mol/L 5-FU in der Dreifachkombination war somit auch ohne eine weitere Stei-
gerung der Wirksamkeit. Dies gilt fir einen Inkubationszeitraum von 72 und 120
Stunden. Ein additiver bzw. synergetischer Effekt der Dreifachkombination
konnte somit nicht gezeigt werden (Abb. 4.10 und Anhang Abb. 11.11).

In Hypoxie war der antiproliferative Effekt der beiden Inhibitoren offensichtlich
und so effektiv wie der von 5-FU. Wahrend sich der Anteil vitaler Zellen bei funf
der sechs kolorektalen Karzinomzelllinien in der Kombination um mehr als die
Halfte verringerte (im Vergleich zu unbehandelten Zellen), nahm der Anteil vita-
ler Zellen bei SW620 Zellen max. um 30 % ab.
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Abb. 4.10: Der antiproliferative Effekt der Dreifachkombination aus 5-FU, NaOx und
aCHC. Der Anteil vitaler Zellen bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und
1 %) wurde nach 120 Stunden bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabwei-
chung von vier unabhangigen Versuchen berechnet und sind bezogen auf die Aussaat (5.000
Zellen pro Vertiefung). Unbehandelte Kontrolle (orange); 5-FU 5x10™ mol/L (gepunktet); Kombi-
nation aus 2x10° mol/L aCHC und 40x10"® mol/L NaOx (grau; “Kombi“); Kombination aus 2x10°
mol/L aCHC, 40x10™° mol/L NaOx und 5x10°® mol/L 5-FU (weiR; ,Triple 5°); Kombination aus
2x10° mol/L aCHC, 40x10™® mol/L NaOx und 0,5x10°® mol/L 5-FU (weiR; ,Triple 0,5%); Kombina-
tion aus 2x10° mol/L aCHC, 40x10™® mol/L NaOx und 0,05x10® mol/L 5-FU (weiR; ,Triple 0,05%)
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4.8 Antiproliferative Effekte von 5-FU, NaOx und aCHC in der Langzeit-
kultur

Der antiproliferative Effekt der beiden metabolischen Hemmstoffe wurde in

Langzeitkulturen von sechs (Abb. 11.12 im Anhang) und neun Tagen (Abb.

4.11) Uberpruft (die Ergebnisse fir drei Tage sind in Abb. 11.13 im Anhang zu

finden). Das Medium wurde alle drei Tage erneuert und dabei die Hemmstoffe

frisch zugegeben.

Der antiproliferative Effekt der Kombinationen fuhrt im Langzeitversuch zu zell-
toxischen bzw. zytostatischen Erscheinungen. Hierflr werden folgende Definiti-
onen angewandt: Mit Zelltoxizitat wird die Abnahme vitaler Zellen unter die
Ausgangszellzahl (<100 %) bezeichnet. Mit Zytostase wird der Stillstand des
Zellwachstums bezeichnet. Dabei liegt der Anteil vitaler Zellen zwischen >100%
und <200 % Uber der Ausgangszellzahl (was maximal einer Verdoppelung der
Zellen entspricht). Mit Verzogerung des Wachstums wird ein Anteil vitaler Zellen

von >200 % und <350 % uber der Ausgangszellzahl bezeichnet.

Bei 5 % Sauerstoff |0ste die Kombination aus NaOx und aCHC nach neun Ta-
gen bei drei der sechs Zelllinien (Colo741, LS741, WiDr) eine Zytostase und bei
drei Zelllinien (HCT116, HT29, SW620) eine Verzdgerung des Zellwachstums
aus. Bei 1 % Sauerstoff wurde nach neun Tagen bei zwei der sechs Zelllinien
(Colo741, LS174T) Zytostase, bei drei Zelllinien (HCT116, HT29, WiDr) Zellto-

xizitat und bei SW620 eine Verzdgerung des Zellwachstums nachgewiesen.

Die Ergebnisse der Langzeitversuche belegen, dass die beiden Inhibitoren
NaOx und aCHC unter physiologischen Bedingungen zytotoxische Effekte in
kolorektalen Karzinomzellen auslésen. Somit erscheint das Konzept, die bei
Tumorzellen durch den Warburg-Effekt und die anaerobe Glykolyse verursachte
Laktatbildung gezielt zu stéren (durch Hemmung der Laktatdehydrogenase)
bzw. den notwendigen Export von Laktat zu behindern (durch Hemmung der
Monocarboxylat-Transporter), als tragbar und sollte deshalb weiter untersucht

werden.
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Abb. 4.11: Der antiproliferative Effekt der Zweifach- und Dreifachkombinationen. Der An-
teil vitaler Zellen wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %)
nach 9 Tagen bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung von bis zu
zwei unabhangigen Versuchen berechnet und sind bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro
Vertlefung) Unbehandelte Kontrolle (orange); 5-FU 0,5x10°® mol/L (weild: ,5-FU 05“) 5-FU
0,05x10°® mol/L (weil3; ,5-FU 0,05%); Komblna’uon aus 2x10° moI/L aCHC und 40x10° moI/L
NaOx (grau; “Kombi*); Kombination aus 2x10° mol/L chHC 40x10°° mol/L Nan und 0,5x107°
mol/L 5- FU (weiB; ,Triple 0,5“); Kombination aus 2x10°° mol/L aCHC, 40x10 mol/L NaOx und
0,05x10°® mol/L 5-FU (weild; ,Triple 0,05%).
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Kurzzusammenfassung:

(1) Fur die sechs kolorektalen Karzinomzelllinien wurde eine Expression von
LDH-A, LDH-B sowie MCT-1 und MCT-4 auf Proteinebene nachgewiesen (Abb.
4.2).

(2) Die mitochondriale Atmungskette der sechs untersuchten kolorektalen
Karzinzomzelllinien weist eindeutig eine Funktion auf, auch wenn die Effektivitat
der ATP-Bildung bei funf der sechs Zelllinien um bis zu 50 % verringert war
(Tab. 4.2). Die Ursache hierfur kann nicht mit einem verédnderten basalen Sau-
erstoffverbrauch (BASIS), mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (OxP) und

nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (NMO2) erklart werden.

(3) Die sechs kolorektalen Zelllinien unterscheiden sich in der Starke der
Laktatbildung. Die Laktatbildung bei 5 % Sauerstoff fuhrt zur Einteilung in drei
Kategorien (Tab. 4.4): Colo741 und LS174T als starke Laktatbildner mit einer
Rate von tiber 2.000x10°° mol/L x min; HCT116, HT29 und WiDr als mittelstar-
ke Laktatbildner mit einer Rate zwischen 1.100 und 1.700x10° mol/L x min™
und SW620 (zusammen mit HUVEC) als schwacher Laktatbildner mit einer Ra-
te um 1000x10°° mol/L x min™.

(4) Das mehr ,oxidative“ Profil von SW620 Zellen (bester P:O-Quotient, gerings-
te Laktatbildung bei 5 % und 1 % Sauerstoff; zudem die hochsten ICso-Werte fur
NaOx und aCHC) koénnte erklaren, warum die beiden Stoffwechselinhibitoren,
die einen glykolytischen Phéanotyp (starke Bildung von Laktat) erfordern, fir

SW620 Zellen von geringerer Wirksamkeit waren.
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5 Beantwortung der Fragen

1. Welche Charakteristika weisen die untersuchten sechs humanen
kolorektalen Karzinomzelllinien in ihrem Stoffwechsel auf? Veranderte
sich der Stoffwechsel dieser Zellen bei tumorphysiologischen Sauerstoff-
konzentrationen von 5 % und 1 %?

Bei samtlichen Zelllinien erhdhte sich der Glukoseverbrauch mit abnehmender
Sauerstoffkonzentration, was als sog. ,Pasteur-Effekt” bezeichnet wird. Zudem
wiesen die Zellen einen deutlichen Warburg-Effekt auf, d.h. sie bildeten unter-
schiedliche Mengen an Laktat in Gegenwart von Sauerstoff (Tab. 4.4, Abb. 4.3).
Mit abnehmender Sauerstoffkonzentration wurde wie erwartet immer weniger
Glukose fir die oxidative Phosphorylierung eingesetzt. Bei 1 % Sauerstoff war
der Stoffwechsel der Zellen ein vollstandiger Garstoffwechsel (Abb. 4.4).

2. Der Warburg-Effekt ist das Phanomen einer gesteigerten Laktatbildung
in Normoxie und wird als Anpassung von Tumoren an vorherrschende
hypoxische Bedingungen gesehen. Diese Anpassung geht mdéglicherwei-
se zu Lasten der Funktion von Mitochondrien. War die mitochondriale At-
mung der sechs humanen kolorektalen Karzinomzelllinien veréandert?

Die Funktion der Atmungskette wurde mit dem P:O-Quotienten (Maf3 fur die
ATP-Bildung) und mit dem respiratorischen Kontrollindex (RKI; Maf3 fur die
Starke der Kopplung von Protonenfluss und ATP-Bildung) Uberprift. Dabei
zeigten die kolorektalen Karzinomzellen Colo741, HCT116, HT29, LS174T und
WiDr einen um bis zu 47% niedrigeren P:O Quotienten im Vergleich zur Kont-
rolizelllinie J774. Die verringerte Funktion der Atmungskette wird auch am RKI
deutlich, der bei den Karzinomzellen um bis zu 35 % verringert war (Tab. 4.2).
Einzig SW620 stellen eine Ausnahme dar. Die Ergebnisse zeigen, dass die Mi-
tochondrien der Zelllinien Colo741, HCT116, HT29, LS174T und WiDr zwar ei-

ne verringerte Bildung an ATP aufweisen, diese aber nicht funktionslos sind.

3. Die beiden Inhibitoren Natriumoxamat und aCHC sollten mit 5-FU kom-
biniert werden. Wie beeinflussten sie die Wirksamkeit von 5-FU?
Eine Konzentration von 5x10° mol/L 5-FU war firr alle kolorektalen Karzinom-

zellen zytostatisch und zwar unabhangig von der Sauerstoffkonzentration (Abb.
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4.8 und im Anhang Abb. 11.9). Die Zugabe von Natriumoxamat (NaOx) oder
aCHC verstarkte den antiproliferativen Effekt von 5-FU (Tab. 4.8 und Tab. 4.9),
der erstaunlicherweise nicht bei der Dreifachkombination aus NaOx, aCHC und
5-FU nachzuweisen ist, auch nicht bei den tumorphysiologischen Sauerstoff-
konzentrationen von 5 % und 1 % (Abb. 4.10 und Anhang Abb. 11.11).

4. Von den beiden Inhibitoren Natriumoxamat und aCHC werden antiproli-
ferative Effekte erwartet. Welche waren diese und wurden sie durch unter-
schiedliche Sauerstoffkonzentrationen beeinflusst?

Beide Inhibitoren zusammen I6sten bei drei Zelllinien (Colo741, LS741, WIDr)
eine Zytostase und bei drei Zelllinien (HCT116, HT29, SW620) eine Verzbge-
rung des Zellwachstums nach 9 Tagen in Kultur bei 5 % Sauerstoff aus. Bei
1 % Sauerstoff wurden bei zwei Zelllinien (Colo741, LS174T) Zytostase, bei drei
Zelllinien (HCT116, HT29, WIiDr) Zelltoxizitat und bei einer Zelllinie (SW620)

eine Verzogerung des Zellwachstums nachgewiesen (Abb. 4.11).

Die Langzeitversuche bei tumorphysiologischen Sauerstoffoedingungen bele-
gen somit, dass beide Inhibitoren zytotoxische Effekte in kolorektalen Karzi-
nomzellen auslésen kdnnen. Die gute Kultivierbarkeit von SW620 Zellen bei 1
% Sauerstoff erscheint Uberraschend. Das Ergebnis macht deutlich, dass die
Unterscheidung des Stoffwechsels in einen glykolytischen oder oxidativen Pha-
notyp keine Ruckschlisse auf die Fahigkeit der Zellen zulasst, wie sie mit einer
verringerten Versorgung mit Sauerstoff zurechtkommen - zumal wenn sie, wie
bei den Versuchen, mit Nahrstoffen versorgt werden (Stichwort:
Mediumwechsel).

Die Erwartung an beide Inhibitoren, dass sie antiproliferative Effekte in
kolorektalen Karzinomzelllinien auslosen, wurde erfiillt. Die experimentelle Be-
statigung, dass der antiproliferative Effekt beider Inhibitoren auf einer Hemmung
der Laktatbildung (durch Hemmung der Laktatdehydrogenase mit NaOx) bzw.
auf der Behinderung des notwendigen Exports von Laktat (durch Hemmung der
Monocarboxylat-Transporter mit aCHC) beruht, ist weiterfuhrenden Untersu-

chungen vorbehalten.
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6 Diskussion

Ziel der Arbeit war zu untersuchen, ob der Stoffwechsel kolorektaler Karzinom-
zelllinien potentielle Targetstrukturen fur eine neue medikamentdse Strategie
aufweist. Mit den als ,proof of concept® in vitro eingesetzten Hemmstoffen
aCHC und NaOx soll der fur Tumorzellen wichtige glykolytische Stoffwechsel
beeintrachtigt bzw. gehemmt werden. Beide Hemmstoffe induzierten zytostati-
sche bzw. zytotoxische Effekte in kolorektalen Karzinomzellen auch bei tumor-
physiologischen Sauerstoffkonzentrationen. Zusatzlich wurde die Atmungskette
der sechs kolorektalen Karzinomzelllinien untersucht und nachgewiesen, dass
sie grundsatzlich eine Funktion aufweist, auch wenn diese vermindert sein

konnte.

6.1 Die Bedeutung der Glykolyse fir malignes Wachstum

Auch heute ist noch nicht im Detail geklart, welcher Anteil dem Stoffwechsel an
der malignen Transformation, also dem Ubergang von kontrolliertem zu unkon-
trolliertem Zellwachstum, zukommt (Grander D, 1998; Bertram JS, 2000). Hier-
bei fihren genetische Veranderungen zu einer Uberexpression von Krebsge-
nen, den sogenannten Onkogenen, und zur Inaktivierung von
Suppressorgenen. Hierdurch verliert die Zelle verschiedenste Schutz- und phy-
siologische Funktionen wie u.a. DNA-Reparation und Apoptose-Induktion. Die
Zelle beginnt daraufhin, unkontrolliert zu proliferieren (Grander D, 1998;
Bertram JS, 2000). Ein wesentlicher Ausléser unkontrollierter Proliferation sind
Mutationen oder Schaden in der DNA als Ursache von Replikationsfehlern, UV-
Strahlung oder chemischen Karzinogenen (Bertram JS, 2000).

Der Physiologe Otto Warburg, dem die genetische Komponente bei der Ausl6-
sung malignen Wachstums noch unbekannt war, war der Auffassung, dass ein
Mangel an Sauerstoff fir die maligne Transformation verantwortlich ist: die so-
genannte Warburg-Hypothese (Warburg O, 1924). Otto Warburg entdeckte
1923, dass solide Tumoren bei aeroben Bedingungen sowohl Glukose oxidie-
ren als auch zu Milchsaure vergéaren (siehe Kapitel 1.1). Hierzu ein Zitat aus

einer Publikation Warburgs: ,Der Stoffwechsel des Karzinomgewebes in Sauer-
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stoff ist also kein reiner Oxydationsstoffwechsel, sondern eine Mischung von
Oxydations- und Spaltungsstoffwechsel” (Warburg O, 1924, S. 1134). In der
gleichen Publikation schlussfolgerte er, dass ,der Reiz der Entstehung der Kar-
zinome nichts anderes ist als Sauerstoffmangel, [der dazu fuhrt, dass ] ,Zellen,
die die Fahigkeit der Glykolyse entbehren, zugrunde gehen mussen® [und] ,die
Zellen, die glykolytisch wirksam sind, weiterleben konnen® (Warburg O,
1924, S. 1137). Nach Warburg fihrt der Sauerstoffmangel dazu, [dass] ,der
durch irreversible Schadigungen der Atmung entstehende Energiemangel aus
Atmungsenergie durch eine morphologisch minderwertige Garungsenergie er-
setzt wird, die ihrerseits hochdifferenzierte Korperzellen umwandelt in undiffe-
renzierte, ungeordnete wachsende Zellen — die Krebszellen® (Warburg O,
1955, S. 404). Mit der Entdeckung des zellularen Energietragers Adenosintri-
phosphat durch Karl Lohmann im Jahr 1929 konkretisierte Otto Warburg die
schadigende Wirkung von Hypoxie mit der Annahme, dass das ,durch Atmung
aufgebaute Adenosintriphosphat mehr Struktur hat, als das durch Géarung auf-
gebaute Adenosintriphosphat® (Warburg O, 1955, S. 403). Diese Auffassung
hat sich als falsch erwiesen. Es gibt keinen energetischen Unterschied zwi-
schen Adenosintriphosphat (ATP), das in der Glykolyse durch Substratketten-
phosphorylierung gebildet wird und das durch oxidative Phosphorylierung an
der Atmungskette gebildete ATP. Zur Herstellung von ATP aus ADP werden 30
kJ/mol bendétigt. Wahrend bei der oxidativen Phosphorylierung das tbertragen-
de Phosphat direkt aus anorganischem Phosphat stammt, wird bei der Sub-
stratkettenphosphorylierung Phosphat von Substraten auf ADP Ubertragen.

Fortschritte auf dem Gebiet der Genetik haben dazu beigetragen, dass in den
1970er Jahren die Theorie der monoklonalen Krebsentstehung als Gegenkon-
zept zur Warburg-Hypothese entwickelt wurde. Sie besagt, dass sich ein Tumor
als Klon aus einer einzigen Zelle bildet, wobei durch genetische Variabilitat
wahrend der Tumorprogression sich die Tumorzellen von der Ursprungszelle
unterscheiden. Die sich klonal bildenden Tumorzellen weisen ein individuelles
Proliferationspotential auf, sodass sich ein entwickelnder Tumor aus scheinbar
verschiedenen Zellpopulationen zusammensetzt (Nowell PC, 1976; Wolman
SR, 1986; Nicolson GL, Rosenberg NL, 1987; Rahman M et al., 2011; Pacini N,
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Borziani F, 2014). Im Jahr 1994 entwickelte sich aus Untersuchungen der
Gruppe um Lapidot die Krebsstammzell-Theorie (Lapidot T etal., 1994). Sie
besagt, dass der Grof3teil der Zellen eines Tumors aus nicht-malignen Zellen
besteht (Lapidot T etal., 1994; Rahman M et al., 2011; Pacini N, Borziani F,
2014). Nur einzelne Krebszellen, die sogenannten Krebsstammzellen, verfigen
Uber malignes Potential, um einen neuen Tumor zu generieren, d. h. zu rezidi-
vieren. Sie sind es auch, die an der Ausbildung von Resistenzen gegeniber
Chemotherapeutika beteiligt sind (Rahman M et al., 2011; Sebastian C, 2014;
Allegra A etal., 2014; Pacini N, Borziani F, 2014). Die durch beide Theorien
beeinflusste Forschung lieferte eindrucksvolle experimentelle Daten, die dazu
beitrugen, den Stoffwechsel von Krebszellen in den Hintergrund treten zu las-
sen. Dies anderte sich erst im Jahr 2004 mit der vielbeachteten Ubersichtsar-
beit von Gatenby und Gillies (Gatenby RA, Gillies RJ, 2004). Die Autoren disku-
tieren umfassend die Ursachen fir den hohen Glukoseumsatz von Krebszellen.
Ihre Auffassung, dass die Abhangigkeit des Tumorstoffwechsels von Glukose
als Energietrager eine (genetische) Anpassung an (voribergehende) Phasen
von Sauerstoffmangel darstellt, wird von zahlreichen Wissenschaftlern geteilt
(Gatenby RA, Gillies RJ, 2004; Kim J-W, Dang CV, 2006; Pacini N, Borziani F,
2014). Die Anpassung des Stoffwechsels von Krebszellen an hypoxische Be-
dingungen, die bereits in Tumorvorstufen stattfindet, hat auch klinische Auswir-
kungen: So weisen stark hypoxische Krebsformen wie Sarkome und Karzinome
ein hoheres metastasierendes Potential bei einer schlechteren Prognose auf
(Pacini N, Borziani F, 2014).

GroRe Bedeutung fir einen von Glukose abhéngigen Stoffwechsel
(»glykolytischer Phanotyp“, ,Warburg-Effekt‘) kommt dem Hypoxie-induzierten
Faktor 1a“ (HIF-1a) zu. HIF-1a erhoht die Expression verschiedener Enzyme
der Glykolyse und von Glukosetransportern. Zudem beeinflusst HIF-1a die Ex-
pression der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase 1 (PDK1), die die wichtige Funkti-
on der Pyruvat-Dehydrogenase hemmt, und dadurch den Stoffwechsel der Zelle
von oxidativer Phosphorylierung in den Mitochondrien zur Glykolyse im Zytosol

verschiebt. Die Pyruvat-Dehydrogenase oxidiert Pyruvat zu Acetyl-CoA, das in
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den Citratzyklus eingeschleust wird. Wird dagegen die Pyruvat-Dehydrogenase
gehemmt, verbleibt Pyruvat im Zytosol und wird dort von der
Laktatdehydrogenase zu Laktat reduziert (Hockel M, Vaupel P, 2001; Kim J-W,
Dang CV, 2006; Bertout JA etal., 2008; Vander Heiden MG et al., 2009;
Locasale JW, Cantley LC, 2011; Meijer TWH et al., 2012; Dang CV, 2012). Die
von einigen Autoren postulierte Mdglichkeit glykolytischer Zellen, NADH+H"
zusatzlich mit Hilfe von NADH-Oxidoreduktasen zu oxidieren (Herst PM et al.,
2004), wurde in dieser Arbeit nicht bertcksichtigt (Herst PM et al., 2004).

Forschern aus Jena und Potsdam gelang es, die Bedeutung des glykolytischen
Phanotyps fir das maligne Zellwachstum experimentell zu belegen. Wird
Frataxin, ein mitochondriales Protein mit Kontrollfunktion im oxidativen Zell-
stoffwechsel, in Mitochondrien maligner Zellen tGberexprimiert, so wird vermehrt
Glukose oxidiert anstatt reduziert. Dies fuhrt dazu, dass die Zellen ein geringe-
res Zellwachstum aufweisen. Mit anderen Worten: die massive Proliferation ma-
ligner Zellen ist Ausdruck ihres glykolytischen Phanotyps, der zudem beein-
flusst werden kann (Schulz TJ et al., 2005). So wachsen Tumoren in Mausen,
die kein Frataxin exprimieren, deutlich schneller als in Wildtyp-Mausen
(Thierbach R et al., 2005).

Untersuchungen zur Versorgung der Krebszelle mit ATP bestatigen, dass der
Warburg-Effekt keinen gravierenden Nachteil fur die Krebszelle darstellt. Das ist
sicherlich darauf zurlckzuftuhren, dass mit der Glykolyse wesentlich schneller
ATP produziert wird als mit der Atmungskette (Pfeiffer T et al., 2001). Der auf
einen gesteigerten Glukoseumsatz angepasste Zellstoffwechsel von Krebszel-
len ist Grundlage fur Wachstum und Invasivitat (Upadhyay M et al., 2013). Zu-
satzlich stellt die Glykolyse essentielle Zwischenprodukte zur Synthese von
Nukleinsauren, Lipiden und Proteinen bereit und ermdglicht somit den gestei-
gerten anabolen Stoffwechsel von Krebszellen (Vander Heiden MG et al., 2009;
Weinberg F, Chandel NS, 2009). Auch Daten dieser Arbeit zum Zellwachstum
maligner Zellen deuten mit Ausnahme von SW620 auf einen direkten Zusam-
menhang zwischen Verdopplungszeit und Laktatbildung hin (Tab. 6.1). Auch die

Ergebnisse von Schulz et al. zeigen, dass die Proliferation von Krebszellen
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durch das Verhaltnis von Glykolyse zur Atmung beeinflusst wird (Schulz
TJ et al., 2005).

Tab. 6.1: Vergleich von Zellwachstum und Starke der Laktatbildung. Die Daten sind den
Tab. 4.1 und 4.4 entnommen. Siehe auch graphische Auswertung im Anhang (Abb. 11.14).

Zelllinie Verdopplungszeit Laktatbildung
in Tagen 10° mol/L x min™
HCT116 1,3+0,2 1.660,1 + 309,0
Colo741 15+0,5 2.757,8 £ 546,8
SW620 1,5+0,1 1.039,2 + 32,3
LS174T 1,6+0,3 2.359,7 £ 247,2
WiDr 24+09 1.232,2+241,4
HT29 2,7+1.2 1.152,0 + 282,9
J774 34+1]1 1.312,4 + 360,0

Auch wenn Otto Warburg die molekularen Grundlagen zur malignen Transfor-
mation noch unbekannt waren, ist seine Annahme, dass wesentliche Eigen-
schaften malignen Wachstums mit konkreten Veranderungen im Zellstoffwech-
sel assoziiert sind, auch heute weitgehend akzeptiert. Diesen Aspekt haben die
beiden US-Amerikaner Hanahan und Weinberg in einer aktualisierten Version
ihres Ubersichtsartikels aus dem Jahr 2000 tibernommen und Veranderungen
im Tumorstoffwechsel als eine weitere wesentliche Eigenschaft malignen
Wachstums anerkannt (Hanahan D, Weinberg RA, 2011).

6.2 Mitochondrien maligner und nicht-maligner Zellen

Als Ursache fur den Warburg-Effekt nahm Otto Warburg an, dass ,die Atmung
der Krebszellen geschadigt ist* (Warburg O, 1955, 1956). Diese Aussage, die
bereits seinerzeit Widerspruch hervorrief (Weinhouse S, 1956), gilt heute als
Uberholt. Die meisten Tumoren verfligen zwar Uber funktionelle Mitochondrien
(Moreno-Sanchez R et al., 2007; Weinberg F, Chandel NS, 2009). doch weisen
diese in aller Regel zahlreiche Veranderungen auf wie eine Uberexpressionen
von ,uncoupling proteins® (Samudio |etal., 2008; Kuai XY etal., 2010; Li
W et al., 2010) oder Strukturanderungen in der inneren Mitochondrienmembran.

Eine Gruppe von Phospholipiden mit der Trivialbezeichnung Cardiolipine stabi-
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lisieren die Proteinkomplexe der Atmungskette (Tab. 1.1). Kiebish et al. zeigten,
dass Anderungen in der Struktur der Cardiolipine zu einer verringerten Aktivitat
der Elektronentransportkette fuhrt (Kiebish MA et al., 2008). Kiebish et al. zeig-
ten, dass die Struktur von Cardiolipin in den Mitochondrien erkrankter Mausen
sich von der gesunder Tieren unterscheidet. Das veranderte Cardiolipin fihrte
zu einer verringerten Aktivitat der Elektronentransportkette in den erkrankten
Mausen (Kiebish MA et al., 2008).

Ein weiteres Argument, dass Tumoren Uber funktionelle Mitochondrien verfi-
gen, ist die Tatsache, dass sie Substrate wie Glutamin, Laktat und Ketonkdrper
in ihren Mitochondrien verstoffwechseln; hierzu sind die Zellen auf Sauerstoff
angewiesen (Reitzer LJ etal., 1979; DeBerardinis RJ, Cheng T, 2010; Otto
C et al.,, 2014). Die Fahigkeit zur Nutzung zahlreicher Energietrager &ndert aber
nichts an der Tatsache, dass Tumoren eine starke Abhangigkeit vom Energie-
trager Glukose zeigen. Dies hangt u.a. mit der bereits erwahnten Tatsache zu-
sammen, dass Glukose der einzige Energietrager ist, der auch in Hypoxie
verstoffwechselt werden kann.

Die Mitochondrien der in dieser Arbeit untersuchten kolorektalen Karzinomzel-
len weisen zwar eine Funktion auf, die Effizienz der Atmungskette kann aber
deutlich verringert sein. So bilden die Mitochondrien der Zelllinien Colo741,
HCT116, HT29, LS174T und WiDr im Vergleich zur Kontrollzelllinie J774 weni-
ger ATP, sie sind aber nicht vollstéandig funktionslos (Kapitel 4.2). Mit weiteren
Untersuchungen in dieser Arbeit zum basalen Sauerstoffverbrauch (BASIS),
mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (OxP) und nicht-mitochondrialen Sauer-
stoffverbrauch (NMOZ2) war diese Beobachtung nicht zu erklaren, da keine Un-
terschiede zwischen den Tumorzellen und zwischen Tumorzellen und Kontroll-
zellen nachzuweisen waren (Tab. 4.3). Eine in der Literatur beschriebene Ursa-
che fur eine ineffektive Atmungskette, die in dieser Arbeit nicht untersucht wur-
de, ist ein sogenanntes Protonenleck (Brand MD, Nicholls DG, 2011). Ein Pro-
tonenleck in der Atmungskette flhrt zu einer Verringerung des Protonengradi-
enten, da Protonen durch undichte Stellen in der Mitchondrienmembran in die
Mitochondrienmatrix zurtckdiffundieren (Abb. 1.1) und damit weniger Protonen
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fur die ATP-Synthase (Abb. 11.1) zur Verfiigung stehen (Brand M, 2005). Der-
artige Protonenlecks sind fur maligne Zellen wie Glioblastomzellen und Brust-
krebszellen beschrieben (Pike Winer LS, Wu M, 2014; Radde BN et al., 2015).

Eine Protonenleckage in der Mitochondrienmembran bildet sich Gber zwei un-
terschiedliche Wege. Die sogenannte basale Leckage, deren Ursache zwar
noch nicht vollstéandig verstanden ist, die aber wohl mit der metabolischen Akti-
vitat der Zelle in Zusammenhang steht (Brand M, 2005; Jastroch M et al., 2010;
Divakaruni AS, Brand MD, 2011). Zusatzlich zur basalen Leckage flihren soge-
nannte Entkopplungsproteine oder ,uncoupling proteins“ (UCP) zu einem Pro-
tonenleck (Brand M, 2005; Jastroch M et al., 2010). Die physiologische Funkti-
on dieser mitochondrialen Membranproteine ist vielfaltig. So ist z. B. UCP1 oder
Thermogenin an der Thermogenese in braunem Fettgewebe beteiligt. UCP2
und UCP3 tragen zur Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei und
Ubernehmen somit eine Schutzfunktion gegeniber oxidativem Zellstress (Brand
M, 2005; Jastroch M et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die respiratorische Reservekapazitat
(RRK) berechnet (Tab. 4.3), ein quantitativer Indikator fir den mitochondrialen
Energiestatus der Zelle. RRK ist ein Mal3 dafir, wie gut die Atmungskette auf
physiologische Besonderheiten in der Zelle wie Differenzierung, Teilung und
Stress reagiert (Hill BG et al., 2012). Die respiratorische Reservekapazitat von
J774 Kontrollzellen ist wesentlich geringer als die der getesteten Karzinomzel-
len, was auf eine geringere Fahigkeit der J774 Zellen schlie3en lasst, einen
plotzlichen Energiebedarf zu kompensieren (Brand MD, Nicholls DG, 2011;
Desler C et al., 2012; Hill BG et al., 2012). Der Grund flr die bessere ,Stressre-
sistenz* der kolorektalen Karzinomzellen kénnte sein, dass sie durch die malig-
ne Transformation (s. oben) per se besser an Stresssituationen, verursacht

durch Phasen von Sauerstoff- bzw. N&hrstoffmangel, angepasst sind.

6.3 Antiproliferative Effekte der Kombination aus NaOx und aCHC
Tumorzellen haben sich mit einer gesteigerten Glykolyserate, dem sog. War-

burg-Effekt, perfekt an hypoxische Bedingungen angepasst (Solaini G et al.,
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2010). Die Reduktion von Pyruvat zu Milchs&ure bzw. ihrem Anion, dem Laktat,
sichert bei anaeroben Bedingungen die Verstoffwechslung von Glukose uber
die Glykolyse. Glukose ist der einzige Energietrager fur eukaryotische Zellen,
der auch ohne den Elektronenakzeptor Sauerstoff zur Bildung von ATP Uber
Substratkettenphosphorylierung genutzt werden kann (Krebs HA, 1972; Racker
E, 1974). Damit die Glykolyse nicht zum Stillstand kommt, ist es notwendig,
dass mit Hilfe der Laktatdehydrogenase die reduzierten Reduktionsaquivalente
NADH+H" zu NAD" oxidiert werden; dabei fungiert Pyruvat als Elektronenak-
zeptor. Um eine Anséuerung der Zelle, die zur Induktion von Apoptose fuhren
wirde, zu vermeiden, ist ein Gleichgewicht zwischen Bildung und Export von
Laktat notwendig (Izumi H et al., 2003; Pinheiro C et al., 2010; Kumar A et al.,
2013). Monocarboxylat-Transporter (MCT) sind fur den Transport von Laktat
aus der Zelle nach auf3en unerlasslich. Hierdurch kommt es zu einer lokalen
Ansauerung und Schéadigung sauresensitiver Zellen. Andererseits stellt Laktat
einen energetisch wertvollen Metaboliten dar, der von Stromazellen des Tumors
bei Anwesenheit von Sauerstoff Uber Pyruvat zu CO, und H,O oxidiert wird
(Sonveaux P et al., 2008; Rattigan Yl et al., 2012; Coller HA, 2014). Aul3erdem
verhindert Laktat Immunreaktionen gegen maligne Zellen (Fischer Ketal.,
2007). Erhohte intrazellulare Laktatspiegel korrelieren mit einem erhdhten Rezi-
div- und Metastasierungsrisiko sowie mit einem verkirzten rezidivfreien Uberle-
ben (Walenta S et al., 1997; Walenta S et al., 2000). Der Tumorstoffwechsel ist
nicht nur von prognostischer Relevanz, er hat auch direkte Auswirkungen auf
die Therapie. So weisen Tumoren mit einer starken glykolytischen Aktivitat eine
erhdhte Strahlenresistenz auf (Quennet V et al., 2006; Sattler UG et al., 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die Hemmstoffe NaOx
und aCHC zytostatische und zytotoxische Effekte in kolorektalen Karzinomzel-
len auslésen. Ein Zusammenhang zwischen der Starke der Laktatbildung als
Malf? fur die Auspragung des Warburg-Effekts und der Starke des antiproliferati-
ven Effekts beider Hemmstoffe kann vermutet werden (Tab. 6.2). Zumindest fur
SW620 Zellen war der antiproliferative Effekt von NaOx und aCHC nach 120
Stunden am geringsten und der Anteil vitaler Zellen nahm maximal um bis zu
49 % bei 5 % und 1 % Sauerstoff ab (Abb. 4.9; Tab. 6.2). SW620 Zellen weisen
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den geringsten Verbrauch an Glukose und die geringste Bildung an Laktat un-
abhangig von der Sauerstoffkonzentration auf (Tab. 4.4). Bei den anderen
kolorektalen Karzinomzellen wie Colo741 war der antiproliferative Effekt der
Kombination aus NaOx und aCHC sehr viel starker und der Anteil vitaler Zellen
nahm um bis zu 80 % ab (Kapitel 4.7; Tab. 6.2). Inwieweit die gute Funktion der
Atmungskette fir die Sonderstellung von SW620 Zellen verantwortlich ist (siehe
Tab. 4.2), kann nicht zweifelsfrei entschieden werden, doch kénnte das Ver-
haltnis von Glykolyse zu oxidativer Phosphorylierung in diesen Zellen ein ande-
res sein als bei den funf Gbrigen kolorektalen Karzinomzelllinien (Abb. 11.16 im

Anhang).

Tab. 6.2: Wirksamkeit der beiden Inhibitoren NaOx und aCHC bei Tumorzellen in Abhan-
gigkeit von der Starke der Laktatbildung. Die kolorektalen Zelllinien sind nach der Starke der
Laktatbildung bei 5 % Sauerstoff in drei Kategorien eingeordnet (Tab. 4.4): Starke Laktatbildner:
Colo741, LS174T; mittelstarke Laktatbildner: HCT116, HT29, WiDr und schwacher
Laktatbildner: SW620.

Zelllinie Laktatbildung ICs0 ICs0 Abnahme vitaler Zellen (%) Abnahme vitaler Zellen (%)
(NaOx)  (aCHC)  bei5 % O2 NaOx+ aCHC "  bei 1 % O2 NaOx+ aCHC "

109mollL xmin*  103mollL  103moli. 120 Stunden 9 Tage 120 Stunden 9 Tage

30,9 2,3

Colo741  2.757,8 +546,8 (222432)  (1534) 59,47 74,71 58,05 76,79
35,7 1,3

LS174T  2.359,7 + 247,2 (264483)  (1,1-15) 63,48 66,49 49,07 67,23
27,2 1,7

HCT116  1.660,1 +309,0 (190390)  (12:23) 65,28 53,07 60,04 80,18
. 37,3 2,0

WiDr 12322 +2414 (28449,1)  (14-2,9) 56,65 64,30 55,13 7513
31,3 1,2

HT29 1.152 + 2820,9 (254-386)  (0.9-16) 62,80 60,66 45,65 81,54
38,6 32

SW620 1.039,2 + 32,3 (30.8484)  (1.9-5,5) 23,08 40,08 33,02 49,31

Y'Im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle.

Die Daten in Tab. 6.2 zur Abnahme vitaler Zellen verdeutlichen, dass der durch
die beiden Inhibitoren NaOx und aCHC induzierte zellltoxische Effekt keinen
massiven Zelluntergang auslost, sondern bei den verwendeten ICso-
Konzentrationen zu einer kontinuierlichen Abnahme vitaler Zellen fihrt (siehe
auch Abb. 11.15 im Anhang). Eine solche ,milde“ zytotoxische Eigenschaft ist

sicherlich grundséatzlich nicht abzulehnen, da die Inhibitoren in einer geringeren
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Dosis einzusetzen waren, mit vermutlich geringeren Nebenwirkungen, die zu-

dem in der adjuvanten Situation langer verabreicht werden kdnnten.

6.4 Weitere Targetstrukturen im Tumorstoffwechsel

Der antiproliferative Effekt von Natriumoxamat (NaOx) und a-Cyano-4-
Hydroxycinnamat (aCHC) wurde auch bei tumorphysiologischen Sauerstoffkon-
zentrationen nachgewiesen und ist vergleichbar mit der Wirkung von 5-
Fluorouracil (5-FU) in der Konzentration von 5 pmol/L. Mit dem Chemothera-
peutikum 5-FU aus der Gruppe der Antimetabolite wird die Synthese und Trans-
lation von DNA, bedingt durch eine Ahnlichkeit zum Pyrimidin Uracil, geghemmt
(Tennant DA et al., 2010; Alvarez P et al., 2012).

Zusatzlich zu den beiden in dieser Arbeit getesteten Inhibitoren werden aktuell
noch weitere Inhibitoren untersucht, die bestimmte Zielstrukturen im Stoffwech-
sel von Tumoren hemmen (Abb.6.1). Hierzu gehéren u.a. (1) a-
Carboanhydrasen, (2) der Glukose- bzw. Glutamintransport (3) in die Zelle, (4)

die Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 (Tennant DA et al., 2010).

Zu den drei Zielstrukturen im Zellstoffwechsel im Einzelnen:

(1) Tumorzellen exprimieren wunter der Kontrolle von HIF-1la die
membrangebundenen Isoformen der Carboanhydrasen (CA): CAIX und CAXII.
Carboanhydrasen katalysieren die Hydratisierung von Kohlenstoffdioxid (CO,)
zu Kohlensaure (H,COg3). CAIX und CAXIl verlagern die Hydratisierung von
Kohlendioxid auf die extrazellulare Seite, wodurch die Aul3enseite angesauert
wird (H.CO3z — HCO3 + H") und der intrazellulare pH-Wert nahezu konstant
bleibt. Die Blockade von Carboanhydrasen fiihrt somit zur Anséduerung der Zel-
le, vergleichbar mit einer MCT-Blockade, wodurch der Laktattransport gehemmt
wird (Chiche J et al., 2009). Der Inhibitor Indisulam befindet sich gegenwartig in
einer Phase Il Studie.

(2) Der Inhibitor Phloretin hemmt den Transport von Glukose in die Zelle. Die
Hemmung der Glykolyse zeigt zwar nur moderate Effekte, sensibilisiert Tumo-
ren aber fur eine Behandlung mit Chemotherapeutika. Diese Beobachtung be-
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ruht vermutlich darauf, dass die fur die Chemoresistenz verantwortlichen
,multidrug resistance” (MDR)-Transporter aufgrund abfallender ATP-Spiegel nur
noch begrenzt Chemotherapeutika aus dem Zellinneren transportieren kénnen.
Im Gegensatz zum Tumor wird Phloretin von Zellen gesunder Gewebe gut tole-
riert (Bonnet S et al., 2007).

(3) Inzwischen geht man davon aus, dass die Toleranz gesunder Zellen gegen-
uber einer Behandlung mit Phloretin mit einem gesteigerten Verbrauch an Glu-
tamin zusammenhangt. Da auch Tumorzellen unter bestimmten Umstanden
den Energietrager Glutamin oxidativ verstoffwechseln, ist es moglich, mit Phe-
nylacetat den Transport von Glutamin in die Tumorzelle zu beeinflussen (Samid
D et al., 1993; Bonnet S et al., 2007). Glutamin ist die am h&aufigsten vorkom-
mende Aminosaure und stellt fir Tumoren eine wichtige Quelle fur Kohlenstoff
und Stickstoff dar (DeBerardinis RJ, 2008). Auch soll es méglich sein, dass die
Tumorzelle ihre gesamte Energieversorgung mit Glutamin decken kann (Reitzer
LJ et al., 1979; DeBerardinis RJ, Cheng T, 2010). Inwieweit Strategien, die die
Aufnahme von Glutamin hemmen, therapeutischen Erfolg haben werden, bleibt
abzuwarten. Es ist bekannt, dass ein Glutaminmangel durch Schadigung der

Darmmukosa das Infektionsrisiko erhoht (D'Souza R, Powell-Tuck J, 2004).

(4) Seit vielen Jahren stellt Dichloracetat (DCA) eine Mdglichkeit zur Therapie
der angeborenen Lactacidose bei Kindern dar. Dabei hemmt DCA in den Zellen
die Bildung von Milchsaure. Bonnet et al. zeigten im Jahr 2007, dass
Dichloracetat in Krebszellen das Zellwachstum verringert und Apoptose indu-
ziert, ohne dabei normale Zellen zu beeinflussen. Dichloracetat hemmt die
Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase 1 und verschiebt damit den Stoffwechsel der
Krebszelle von der (Reduktion von Pyruvat zu Laktat) zur Glukoseoxidation
(Oxidation von Pyruvat zu CO,) (Bonnet S et al., 2007).
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Abb. 6.1: Mdgliche Targetstrukturen im Tumorstoffwechsel. Samtliche in dieser Abbildung
dargestellten Inhibitoren (gelb) befinden sich, mit Ausnahme von Natriumoxamat, in klinischen
Studien. 5-FU, 5-Fluorouracil; AKT, Proteinkinase B, auch AKT-Enzym genannt; CA, a-
Carboanhydrasen; aCHC, a-Cyano-4-Hydroxycinnamat; DCA, Dichloracetat; G6P, Glukose-6-
Phosphat; GLUT, Glukose-Transporter; HIF, Hypoxie-induzierte Faktor ; HK, Hexokinase; IGF1,
Insulin  &hnlicher Wachstumsfaktor 1; LDH, Laktatdehydrogenase; MCT, Monocarboxylat-
Tranporter; PDH, Pyruvat-Dehydrogenase; PDK, Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase; R5P, Ribose-
5-Phosphat. Grafik selbst erstellt und in Anlehnung an Tennant et al. 2010.
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7 Ausblick

Ein Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Mitochondrien einiger kolorektaler Kar-
zinomzelllinien (Colo741, HCT116, HT29, LS174T WIDr) eine verringerte Funk-
tion aufweisen, aber nicht vollkommen funktionslos sind. Die Ursache liel3 sich
auch mit umfangreichen Messungen zum basalen (BASIS), mitochondrialen
(OxPh) und nicht-mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (NMO3) nicht eindeutig
klaren. Eine mogliche Ursache kdnnte ein Protonenleck sein, verursacht z. B.
durch die Uberexpression von ,uncoupling protein“. Dies sollte in weiteren Ver-
suchen untersucht werden, z. B. durch Messungen zur Depolarisierung der
Zellmembran mit dem Fluoreszenzfarbstoff ,JC1“ oder mit einer Clark Elektrode
(Perry SW et al., 2011). Zusétzlich wére es notwendig, neben J774, andere ge-
eignete benigne Kontrollzelllinien fur Messung mit der Clark-Elektrode zu unter-

suchen.

Durch den Warburg-Effekt weist der Stoffwechsel von Krebszellen potentielle
Targetstrukturen auf, die moglicherweise flr therapeutische Anséatze geeignet
sind. In der vorliegenden Arbeit wurde das Konzept geprift, die Laktatbildung
gezielt zu stéren (durch Hemmung der Laktatdehydrogenase) bzw. den not-
wendigen Export von Laktat zu behindern (durch Hemmung der
Monocarboxylat-Transporter). Die spezifische Wirkung solcher Inhibitoren sollte
an weiteren kolorektalen Karzinomzelllinien bei unterschiedlichen Sauerstoffbe-

dingungen untersucht werden.

Die selektive Hemmung von LDH und MCT mit NaOx und aCHC war bei tumor-
physiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 % so wirksam wie
5x10® mol/L 5-FU. Um die Wirksamkeit dieser Strategie auch in vivo tiberpriifen
zu koénnen, sollten sicherlich auch andere zur Verfigung stehende Inhibitoren
als NaOx und aCHC getestet werden. So kénnte der LDH-Inhibitor Galloflavin,
der einen wesentlich geringeren ICso-Wert als NaOx aufweist, getestet werden.
Mit AZD3965 steht ein patentierter MCT1-Inhibitor zur Verfiigung, der zurzeit in
einer Phase | Studie getestet wird (Polanski R et al., 2014). Von den Untersu-
chungen in vivo wird erwartet, dass sie die selektive Wirkung von LDH und

MCT-Hemmstoffen auf Krebszellen bestatigen.
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8 Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war zu untersuchen, ob der Stoffwechsel kolorektaler Karzi-
nomzellen geeignete Targetstrukturen flr madgliche therapeutische Ansétze
aufweist. In Krebszellen induziert sowohl der Warburg-Effekt bei Normoxie als
auch die anaerobe Glykolyse bei Hypoxie eine massive Bildung von Laktat.
Wird die Krebszelle dauerhaft daran gehindert, die fur die Glykolyse notwendi-
gen Reduktionsaquivalente NADH+H" mit Hilfe der Laktatdehydrogenase zu
reoxidieren und/oder Laktat Uber die Transporter MCT1 und MCT4 nach aul3en
zu schleusen, dann l6st diese Kombination aus Mangelsituation und intrazellu-
larer Anséduerung den apoptotischen Zelltod aus. Fur die Situation in vivo ist
entscheidend, dass auch Zellen von Normalgeweben zwar Laktat in Hypoxie

bilden, dies jedoch keine vorherrschende physiologische Situation darstellt.

Die Hemmstoffe Natriumoxamat (NaOx) fur die Laktatdehydrogenase und a-
Cyano-4-Hydroxycinnamat (aCHC) fur MCT1 und MCT4 wurden an den sechs
humanen kolorektalen Karzinomzelllinien Colo741, HCT116, HT29, LS174T,
SW620 und WiDr untersucht. Zusétzlich wurde der Glukoseverbrauch und die
Laktatbildung bestimmt und die Funktion der Atmungskette tUberprift. Die ICso-
Werte fur 5-FU, NaOx und aCHC wurden bestimmt und danach NaOx in einer
Konzentration von 40x102 mol/L, aCHC in einer Konzentration von 2x10° mol/L
und 5-FU in einer Konzentration von 5x10° mol/L eingesetzt. Die Zellen wurden
bei tumorphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 % Sauer-
stoff fur bis zu 120 Stunden inkubiert.

Die Funktion der Atmungskette in den Mitochondrien der kolorektalen Karzi-
nomzellen wurde u. a. durch Bestimmung wichtiger KenngréRen wie dem P:O
Quotienten und des respiratorischen Kontrollindex (RKI) nachgewiesen. Funf
der sechs Karzinomzelllinien wiesen im Vergleich zur Kontrollzelllinie J774 ei-
nen verringerten P:O-Quotienten und respiratorischen Kontrollindex (RKI) auf,
was darauf hindeutet, dass die Funktion der Mitochondrien dieser Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen zwar verringert war, aber nicht vollstdndig aufgeho-
ben. Dieses Ergebnis stitzt die allgemein akzeptierte Auffassung, dass die

meisten Tumore Uber funktionelle Mitochondrien verfiigen.
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Durch die Analyse des Glukosestoffwechsels wurden die sechs kolorektalen
Zelllinien, die einen unterschiedlich stark ausgepragten glykolytischen Phanotyp
aufwiesen, nach der Starke der Laktatbildung bei 5 % Sauerstoff in drei Katego-
rien eingeordnet. Zudem wurde fir jede der sechs Zelllinien die Expression von
LDH-A, LDH-B sowie MCT-1 und MCT-4 auf Proteinebene nachgewiesen.

Wesentliches Ziel der Untersuchungen war die Uberprifung des antiprolife-
rativen Potentials der beiden Inhibitoren NaOx und aCHC einzeln oder in Kom-
bination mit 5-FU bei den tumorspezifischen Sauerstoffkonzentrationen von 5 %
und 1 %. Die Kombination aus NaOx und aCHC induzierte bei 1 % Sauerstoff
nach 9 Tagen in Kultur zytotoxische Effekte und war damit so wirksam wie
5x10° mol/L 5-FU. Die Zugabe von 5-FU zur Kombination aus NaOx und aCHC
fuhrte zu keiner Steigerung des zelltoxischen Effektes. Die beiden Inhibitoren
NaOx und aCHC waren fir SW620 Zellen weniger wirksam als flr Zellen der
anderen funf Zelllinien. Das mehr ,oxidative“ Profil von SW620 Zellen (bester
P:O-Quotient, geringste Laktatbildung bei 5 % und 1 % Sauerstoff; zudem die
hdchsten ICso-Werte fur NaOx und aCHC) kdnnte erklaren, warum die beiden
Stoffwechselinhibitoren, die einen glykolytischen Phanotyp (starke Bildung von

Laktat) erfordern, fir SW620 Zellen von geringerer Wirksamkeit waren.

Fir die Hemmstoffe NaOx und aCHC wurden zytostatische bzw. zytotoxische
Effekte in kolorektalen Karzinomzellen gezeigt. Dies deutet darauf hin, dass
Krebszellen auf einen ungehinderten glykolytischen Stoffwechsel angewiesen
sind. FUr beide Hemmstoffe wurde ebenfalls gezeigt, dass sie auch bei tumorre-

levanten Sauerstoffkonzentrationen von 5 % und 1 % wirksam sind.
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9 Summary

The aim of the thesis was to investigate whether the metabolism of colorectal
carcinoma cells can provide suitable target structures for possible therapeutic
approaches. Both the Warburg effect, in the case of normoxia, and anaerobic
glycolysis, in the case of hypoxia, induce a massive production of lactate in
cancer cells. If a cancer cell can be permanently prevented from reoxidising
reduction equivalents NADH+H" with the help of lactate dehydrogenase, which
is necessary for glycolysis, and/or the removal of lactate via the transporters
MCT1 and MCT4 can be inhibited, then this combination of a deficiency and
intracellular acidification results in the apoptotic death. As far as the in vivo
situation is concerned, it is crucial that cells from normal tissue also produce
lactate in hypoxia, but that this does not constitute a predominant physiological

situation.

Sodium oxamate (NaOx), an inhibitor for the lactate dehydrogenase and a-
cyano-4-hydroxy cinnamate (aCHC), an inhibitor for MCT 1 and MCT 4 were
examined in the six human colorectal carcinoma cell lines Colo741, HCT116,
HT29, LS174T, SW620 and WiDr. In addition, glucose consumption and lactate
production were determined as well as the function of the respiratory chain. The
half maximal inhibitory concentration (ICsp) for 5-FU, NaOx, and aCHC was de-
termined and NaOx was used in a concentration of 40x10 mol/L, aCHC in a
concentration of 2x10 mol/L and 5-FU in a concentration von 5x10°® mol/L. The
cells were incubated for up to 120 hours at tumour physiological concentrations
of oxygen of 5% and 1%.

The respiratory chain function in the mitochondria of colorectal carcinoma cells
was verified by determining the P:O quotient and the respiratory control index
(RCI), two important parameters for respiratory chain function. Five of the six
carcinoma cell lines showed a reduced P:O quotient and respiratory control in-
dex (RCI), when compared to control cell line J774. These results indicate that

the mitochondria of these cells were malfunctioning, but not fully defective. This
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finding supports the generally accepted view that most tumours possess func-

tional mitochondria.

By analysing the glucose metabolism of the six colorectal cell lines, which
showed varying degrees of glycolytic phenotype,these cells were ranked into
three categories according to the amount of lactate production at 5% oxygen.
Moreover, the expression of LDH-A, LDH-B and MCT-1 and MCT-4 at protein

level was confirmed for each of the six cell lines.

The main focus of the work was to verify the antiproliferative potential of the two
inhibitors NaOx and aCHC alone and in combination with 5-FU in the presence
of tumour-specific oxygen concentrations of 5% and 1%. At 1% oxygen the
combination of NaOx and aCHC induced cytotoxic effects after 9 days of cul-
ture, making it as effective as 5x10° mol/L 5-FU. The addition of 5-FU to the
combination of NaOx and aCHC did not increase the cell-toxic effect. NaOx and
aCHC were less effective for SW620 cells then in the other five cell lines. The
more "oxidative" profile of SW620 cells (best P:O quotient, least amount of lac-
tate production at 5% and 1% oxygen, and the highest ICso values for NaOx and
aCHC) might explain why the two metabolism inhibitors, which require a glyco-

lytic phenotype (strong lactate production) were less effective in SW620 cells.

Cytostatic or cytotoxic effects of the inhibitors NaOx and aCHC were demon-
strated in colorectal carcinoma cells. This indicates that cancer cells are de-
pendent on a functioning glycolytic metabolism. Both inhibitors were also effec-

tive in the presence of tumour-relevant oxygen concentrations of 5% and 1%.
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11 Appendix

Abb. 11.1: Schematischer Aufbau der ATP-Synthase
(Komplex V). Der Fo-Teil (abyCi.14) liegt in der
Mitochondrienmembran und F;-Teil (asBsy;0:€;) befindet
sich in der Matrix. Der Fo-Teil besteht aus einer a-, b- und
ringférmig angeordneten c-Untereinheit (Ciing). Der Fi-Teil
besitzt drei katalytische Reaktionszentren, bestehend aus
jeweils einer a- und B-Untereinheit sowie einer zentral
gelegenen ye Untereinheit. Ein Rotor (yec;ing) verbindet die
Teile F; und Fo (Stock D etal.,, 2000; Senior AE et al.,
2002; Weber J, Senior AE, 2003; Wiedemann J, 2012;
Ahmad Z, Cox JL, 2014). Die Untereinheiten b, (Fg) und &
(F1) verhindern ein Rotieren der Untereinheiten a (Fo) und
der Reaktionszentren af (F;) (Weber J, Senior AE, 2003;
Ahmad Z, Cox JL, 2014). Eigener Entwurf, basierend auf
Stock D et al., 2000.

Abb. 11.2: Zellvitalitat Kontrollzellen bei
21%, 5% und 1% Sauerstoff und ver-
schiedener Kulturmedien. Anteil lebender
100 - - (weil) und toter (schwarz) Zellen bei ver-
.I. III II schiedenen Sauerstoffkonzentrationen und
1 Medien. Die Ergebnisse basieren auf bis zu
zwei unabhangigen Versuchen. Mit abneh-
mender Sauerstoffkonzentration sinkt die
Zellvitalitat bei allen Zelllinien.

3 Lebend N Tod
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Abb. 11.3: Nachweis eines fehlenden Einflusses von 0,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) auf
das Zellwachstum von malignen (A) und nicht-malignen (B) Zellen. Die Inhibitoren
Natriumoxamat (NaOx) und a-Cyano-4-Hydroxycinnamat (aCHC) wurden in DMSO gel6st. Die
Endkonzentration an DMSO in den Versuchsansatzen betrug maximal 0,5 % DMSO. Das
Wachstum von jeweils 5000 Zellen in RPMI 1640 Medium mit und ohne 0,5 % DMSO uber
einen Zeitraum von 24, 48, und 72 Stunden wurde mit dem Kristallviolett-Assay bestimmt. Die
Ergebnisse basieren auf bis zu vier unabhangigen Versuchen.

Tab. 11.1: Basaler Sauerstoffverbrauch, Sauerstoffverbrauch durch oxidative Phosphory-
lierung, nicht-mitochondrialer Sauerstoffverbrauch und respiratorische Reservekapazitét
(RRK) nicht-maligner Zelllinien in unterschiedlichen Medien. Alle Werte sind angegeben in
10° mol/L s™ fiir 10° Zellen™ und basieren auf drei unabhangigen Versuchen. Die benignen
Zelllinien HUVEC und J774 wurden als Kontrolle verwendet. Die geringe RRK der Zelllinie J774
wird nicht durch unterschiedliche Kulturmedien beeinflusst.

SISl R|_|!’LI\J/I\1El(éZ)O RP‘lg/I7I71464O é]géi/l
Basaler Sauerstoffverbrauch® 6,4+1,2 14,2+3,6 10,5+2,7
Oxidative Phosphorylierung® k.d.” 10,9£3,0 8,0£2,2
Nicht-Mitochondrialer O,-Verbrauch® k.d.” 0,2+0,2 0,7+0,1
Respiratorische Reservekapazitat® k.d.” 4,1%4,2 3,0+4,6

Y Basaler Sauerstoffverbrauch; Der Sauerstoffverbrauch der Zellen zum Aufrechterhalten der
basalen Zellfunktionen. ? Berechneter Sauerstoffverbrauch, der verwendet wird fur die
Oxidative Phosphorylierung; auch ,ATP Turnover‘ genannt. ¥ NMO,: Nicht-Mitochondrialer
Sauerstoffverbrauch. ¥ Respiratorische Reservekapazitat: Messgrof3e fir den mitochondrialen
Energiestatus der Zelle als MaR fir die Anpassung des Elektronentransports an einen erhdhten
Energiebedarf dar. ® Keine Daten vorhanden. ® N=2.
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Tab. 11.2: Glukoseverbrauch und Laktatbildung bei 21 % Sauerstoff. Die Werte sind ange-
geben in 10 mol/L x min™ fur 10° Zellen. Die Messwerte (Mittelwert + Standardabweichung)
basieren auf bis zu drei unabhangigen Versuchen. Das Medium war stets RPMI 1640. Zur gra-
fischen Darstellung siehe Abb. 11.4.

Glukoseverbrauch Laktatbildung
Colo741 638,7,0 £ 189,0 1299,0 + 301,8
HCT116 519,3+£87,1 922,7 £ 227,6
HT29 352,1 £ 29,5 553,8 £ 36,7
LS174T 770,5 + 317,3 1559,8 + 534,8
SW620 348,9 + 105,6 612,7 + 1324
WiDr 4497 £ 59,7 696,6 + 78,3
J774 380,1 + 35,9 625,5+ 80,4
HUVEC 684,1 £ 231,7 1441,0 + 466,5

A = 21%0, = swo, =3 1wo, | B = 21%0, @ swo, == 1w o

IS
1)
=)
5]

30004

2000

1000+

Glukoseverbrauch [10°mol/L x min™]

Glukoseverbrauch [10°mol/L x min™]

20004

10004

Abb. 11.4: A) Glukoseverbrauch bei 21 %, 5 % und 1 % Sauerstoff maligner Zellen (A) und
nicht-maligner Zellen (B) Alle Versuche wurden im RPMI 1640 Medium durchgefiihrt und ba-
sieren auf drei unabhangigen Versuchen (siehe fir die einzelnen Messwerte Tab. 4.4, Tab. 11.2
und Tab. 11.3). Der Glukoseverbrauch ist fir 1 Million Zellen angegeben.
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Tab. 11.3: Glukoseverbrauch und Laktatproduktion von Kontrollzellen (J774 und HUVEC)
bei 21 %, 5 % und 1 % Sauerstoff. Alle Werte sind in 10”° mol/L x min™ x 10° Zellen angege-
ben und basieren auf drei unabhéngigen Versuchen. Das Versuchsmedium war entweder RPMI
1640 oder das fiir die Zelllinie spezifische Kulturmedium.

Glukoseverbrauch Laktatverbrauch

21 % 5% 1% 21 % 5% 1%
L 380,1+35,9 | 635,5+163,5 | 961,0+445,3 | 625,5+80,4 | 1312,4+360 | 2244+1049
(RPMI 1640) 1 E t 1 t 1 i) 1 1
J774 422,2+192,2 | 603,5+376,1 | 1708,5+508 | 1072,4+19,7 | 1976,9+265 | 3489,4+743
(DM EM/F12) L 1 L ] 1 L ) ) L
HUVEC 684,1+231,7 | 495,1+182,3 | 828,6£272,5 | 1441,0+467 | 1094,6+370 | 1822,9+565
(RPMI 1640) t 1 t 1 t 1 1 1 t
HUVEC
(ECGM) 982,8+272,5 i 876,8+149,9 : 1299,4+125 | 2066,0+467 : 1857,6+270 : 3476,4+240

3 21% O,

,,,,,,,,,,,,,,,, 1

15004
P.

10004
_l_ .
500—‘“’ R -— Y

=3 1% o,

N
o
=)
=)

o

Glukoseverbrauch [10°mol/L x min™]

Abb. 11.6: Glukoseverbrauch bei 21 % und
1% Sauerstoff. Die Versuche wurden in
RPMI 1640 Medium durchgefuhrt und basie-
ren auf drei unabhéngigen Versuchen. Der
Glukoseverbrauch ist fir 1 Million Zellen an-
gegeben.

Abb. 11.5: Glukoseverbrauch der Zellli-
nien WiDr und Colo741 bei 21 % und 1%
Sauerstoff. Die Versuche wurden in RPMI
1640 Medium durchgefiihrt und basieren auf
drei unabhangigen Versuchen. Der
Glukoseverbrauch ist fur 1 Million Zellen an-
gegeben. Bei beiden Zelllinien ist der
Glukoseverbrauch in Anwesenheit von Sau-
erstoff verringert; dies wird als Pasteur-Effekt
(,P“) bezeichnet. Der Warburg-Effekt, also
der Anteil an Glukose, der in Gegenwart von
Sauerstoff in Laktat Ubergeht, ist mit einem
~W* gekennzeichnet.
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A 3 Glukose fir Laktat E=0 Glukose fir OxPhos B 1 Glukose fir Laktat = Glukose fur OxPhos
— 1004 I ! . T ! I ! I ! — 1004 I ! I ! I ! I
8 —— 8
z
g 50 g 50 -
2 °
0 T T T T o T T T T
o o ™ ™ O O
« « @o“@ \»f@ s ¢ x’& «\"A@
C 1 Glukose fir Laktat =1 Glukose fir OxPhos Abb. 11.7: Prozentualer, A_ntell des
Glukoseverbrauches zur oxidativen Phos-
URPMIISW  DMEMFLZ  RPMIled  EcoM phorylierung oder zur Laktatproduktion
— 100- bei 21 % (A), 5% (B) und 1% (C) Sauer-
= stoff nicht-maligner Zelllinien. Die Versu-
che wurden entweder in RPMI 1640 Medium
oder in zellspezifischen Medium durchgefihrt
5 %7 Die zugehorigen Messwerte (Mittelwert und
E Standardabweichung) basieren auf drei un-
O] . . .
abhangigen Versuchen (siehe auch Tab.
. . . . . 11.4).
s«“b 3«“" (\Q&O %\04"00

Tab. 11.4: Einzelwerte zum prozentualen Glukoseverbrauch anteilig fur oxidative Phos-
phorylierung und Laktatbildung. Alle Messwerte (Mittelwert + zugehoriger Standardabwei-
chung) sind in Prozent (%) angegeben und stellen die zugehérigen Einzelwerte von Abb. 11.7
dar. Die Versuche wurden entweder in RPMI 1640 Medium oder in zellspezifischen Medium
durchgefiihrt. Die Messwerte basieren auf drei unabhéngigen Versuchen.

oxPh? | Laktat? | oOxPh" Laktat ? | OxPh” | Laktat?
21 % 21 % 5% 5% 1% 1%
J774 (RPMI) 17,9+32 821+32 - 100 - 100
J774 (DMEM/F12) | 2,6 +4,2 97,4+4,2 - 100 - 100
HUVEC (RPMI) - 100 - 100 - 100
HUVEC (ECGM) - 100 - 100 - 100

Y OxPh: Prozentualer Anteil Glukoseverbrauch fur die oxidative Phosphorylierung 2 Laktat:
Prozentualer Anteil Glukoseverbrauch fir die Laktatproduktion. Glukose. (-) kein Messwert,
somit kein Nachweis fiir OxPh.
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Tab. 11.5: Einzelwerte zum prozentualen Glukoseverbrauch anteilig fir oxidative Phos-
phorylierung und Laktatbildung. Alle Messwerte (Mittelwert + zugehériger Standardabwei-
chung) sind in Prozent (%) angegeben und stellen die zugehdrigen Einzelwerte von Abb. 4.4

dar. Die Versuche wurden in RPMI 1640 Medium durchgefihrt.

21% Sauerstoff

5% Sauerstoff

1 % Sauerstoff

OxPh?" Laktat ? OxPh? Laktat ? OxPh?" Laktat ?
Colo741  1,0£1,2 | 990+172 - - 100
HCT116 11,9+65 | 881+65 01+01 | 999+0,1 - 100
HT29 212+16 | 788+1,6 44+14 | 966+1,4 - 100
LS174T 1,4+12 | 986+12 - - 100
SW620 10,6 +9,2 | 89,4+9,2 - - 100
WiDr 21,8+21 | 782+21 31+41 | 969+4,1 - 100
J774 17,9+3,2 | 821+32 - - 100
HUVEC - 100 - - 100

Y OxPh: Prozentualer Anteil Glukoseverbrauch fir die oxidative Phosphorylierung 2 Laktat:

Prozentualer Anteil Glukoseverbrauch fir die Laktatproduktion

1004

~
@
1

Proliferation
[% relativ zur Kontrolle]
o
o
1

254

5-Fluoruracil [log mol/L]

Pttt

Colo741

HCT116

HT29

LS174T

SW620

WiDr

Abb. 11.8: Bestimmung der
ICs0-Werte von 5 Fluoruracil
(5FUV) fur die kolorektalen Kar-
zinomzelllinien. Fiur die Drei-
fachkombinationen wurde ein
ICso-Wert von 5x10° mol/L ge-
wahlt. Die fur diese Entschei-
dung zu Grunde liegenden Ver-
suche basieren auf bis zu sechs
unabhangigen Versuchen. Im
Laufe der Kombiantions-
versuche erhohte sich die Ver-
suchszahl auf bis zu acht (siehe
Tab. 4.6 und Abb. 4.5). Die

Wirksamkeit von 5-FU wurde fiir einen Konzentrationsbereich von 10° mol/L bis 10™ mol/L
Uberprift. Mit dem Computerprogramm ,Graphpad Prism 6.04“ wurde der Kurvenverlauf erstellt

und die IC5p-Werte berechnet.
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Abb. 11.9: Der antiproliferative Effekt von NaOx, aCHC und 5-FU. Der Anteil vitaler Zellen
wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %) nach 72 Stunden
bestimmt. Die Ergebnisse beruhen auf vier unabhangigen Versuchen und sind bezogen auf die
Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung), die als 100 % gesetzt wird. Unbehandelte Kontrolle (rot);
aCHC 2x10™° mol/L (weiR); NaOx 40x10™> mol/L (weiB); Kombi 2x10° mol/L aCHC und 40x10®
mol/L NaOx (grau, ,Kombi“); 5-FU 5x10° mol/L (gepunktet).
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Abb. 11.10: Der antiproliferative Effekt der Kombination aus NaOx und aCHC im Ver-
gleich zu 5-FU. Der Anteil vitaler Zellen bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %,
5% und 1 %) wurde nach 72 Stunden bestimmt. Die Ergebnisse beruhen auf vier unabhangi-
gen Versuchen und sind bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung), die als 100 %
gesetzt wird. Unbehandelte Kontrolle (rot); Kombination aus 2x10”° mol/L aCHC und 40x107
mol/L NaOx (grau, ,Kombi“); 5-FU 5x10® mol/L (gepunktet).
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Abb. 11.11: Der antiproliferative Effekt der Dreifachkombinationen. Der Anteil vitaler Zellen
wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % und 1 %) nach 72 Stunden
bestimmt. Die Ergebnisse beruhen auf vier unabhangigen Versuchen und sind bezogen auf die
Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung), die als 100 % gesetzt wird. Unbehandelte Kontrolle (rot);
5-FU 5x10° mol/L (gepunktet); Kombination aus 2x10°® mol/L aCHC und 40x10™° mol/L NaOx
(grau, ,Kombi“); Kombination aus 2x10° mol/L aCHC, 40x10°® mol/L NaOx und 5x10® mol/L 5-
FU (weiB; ,Triple 5%); Kombination aus 2x10™® mol/L aCHC, 40x10® mol/L NaOx und 0,5x10°
mol/L 5-FU (weil3; ,Triple 0,5%); Kombination aus 2x10° mol/L aCHC, 40x107 mol/L NaOx und
0,05x10°® mol/L 5-FU (weil3; ,Triple 0,05%).
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Abb. 11.12: Der antiproliferative Effekt der Zweifach- und Dreifachkombinationen. Der
Anteil vitaler Zellen wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 % nach 6
Tagen bestimmt. Die Ergebnisse beruhen auf bis zu zwei unabhangigen Versuchen und sind
bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung), die als 100 % gesetzt wird. Unbehandel-
te Kontrolle (rot); 5-FU 0, 5x10'6 mollL (weif: ,5-FU 0,5°); 5-FU 0, 05x10° mol/L (weil; ,5-FU
0,05%); Komblnatlon aus 2x107° moI/L aCHC und 40x10™° mol/L Nan (grau, ,Kombi“); Kombina-
tion aus 2x10™ mol/L chHC 40x10°° mol/L Nan und 0,5x10® mol/L 5- FU (weily; ,Triple 0,5%);

Kombination aus 2x10° mol/L aCHC, 40x10° mol/L NaOx und 0,05x10°® mol/L 5-FU (weil3;
»1riple 0,05%).
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Abb. 11.13: Der antiproliferative Effekt der Zweifach- und Dreifachkombinationen. Der
Anteil vitaler Zellen wurde bei unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen (21 %, 5 %) nach 3
Tagen bestimmt. Die Ergebnisse beruhen auf bis zu zwei unabhangigen Versuchen und sind
bezogen auf die Aussaat (5.000 Zellen pro Vertiefung), die als 100 % gesetzt wird. Unbehandel-
te Kontrolle (rot); 5-FU 0, 5x10'6 mollL (weif: ,5-FU 0,5°); 5-FU 0, 05x10° mol/L (weil; ,5-FU
0,05%); Komblnatlon aus 2x107° moI/L aCHC und 40x10™° mol/L Nan (grau, ,Kombi“); Kombina-
tion aus 2x10™ mol/L chHC 40x10°° mol/L Nan und 0,5x10° mol/L 5- FU (weily; ,Triple 0,5%);
Kombination aus 2x10° mol/L aCHC, 40x10° mol/L NaOx und 0,05x10°® mol/L 5-FU (weil3;
»1riple 0,05%).
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Abb. 11.14: Vergleich zwi-
schen  Zellwachstum  und
Starke der Laktatbildung bei
kolorektalen  Karzinomzellli-
nien. Aus der graphischen Dar-
stellung ist zu erkennen, dass,
die starksten Laktatbildner die
kurzeste Verdopplungszeit auf-
weisen. Der Zusammenhang ist
mit dieser geringen Anzahl an
untersuchten Zelllinien statis-
tisch nicht signifikant. SW620
(Raute), J774 (Dreieck),
Colo741, HCT116, HT29,
LS174T, WiDr (Kreis).

Abb. 11.15: Wirksamkeit der beiden Inhibitoren NaOx und aCHC in Abhangigkeit der
Starke der Laktatbildung. Gezeigt ist die prozentuale Abnahme vitaler Zellen im Verhélt-
nis zur unbehandelten Kontrolle nach 120 Stunden und 9 Tagen bei 5 % und 1 % Sauer-
stoff. Bei dieser Darstellung wird deutlich, dass SW620-Zellen (Raute) weniger sensitiv auf die
Inkubation mit beiden Inhibitoren reagiert, als die Zellen der anderen 5 Zelllinien Colo741,
LS174T, HCT116, WiDr und HT29 (siehe auch Tab. 6.2).
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Abb. 11.16: Zusammenhang zwi-
schen der Effektivitat der Atmungs-
kette (P:O-Quotient) und der Stérke
{ der Laktatbildung. In dieser Darstel-

lung kommt das mehr ,oxidative” Profil
von SW620 Zellen (Raute) im Ver-
EI ] ® gleich zu dem glykolytischen Profil der
anderen kolorektalen Karzinomzellli-

{ nien zum Ausdruck.
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Abb. 11.17: Die in dieser Arbeit verwendeten Originalblots fur Abb. 4.2. Nachweis von
LDH-A und LDH-B in kolorektalen Karzinomzellen und Kontrollzellen (HUVEC, J774). HelLa =
interne Kontrolle.
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Abb. 11.18: Die in dieser Arbeit verwendeten Originalblots fur Abb. 4.2. Nachweis von
MCT-1 und MCT-4.
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