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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das orale Plattenepithelkarzinom

Das Plattenepithelkarzinom (englisch: head and neck squamous cell carcinoma,
HNSCC) ist auch bekannt als spinozellulares Karzinom, Spinaliom, Stachel-
zellkrebs oder Epithelioma spinocellulare. Die meisten Tumore im Kopf-Hals-
Bereich sind solche Plattenepithelkarzinome. Sie umfassen Karzinome des
Larynx, des Hypo- und des Oropharynx und vor allem der Mundhohle, wo sie
hauptsachlich am Mundboden und am seitlichen Zungenrand auftreten (Chow,
2020). Es handelt sich dabei um eine maligne, neoplastische Erkrankung, die von

den Epithelzellen der Haut oder Schleimhaut ausgeht.

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Das Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich ist weltweit der siebthaufigste
maligne Tumor (Chow, 2020). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren
und HNSCCs sind weltweit die achthaufigste tumorbedingte Todesursache
(Ragin et al., 2007). Manner sind deutlich haufiger betroffen als Frauen. Das
orale Plattenepithelkarzinom ist das siebthaufigste Karzinom beim Mann und das
15. haufigste bei der Frau (Riede and Weyer, 2017).

Seit langem bekannte Risikofaktoren sind Alkohol- und Tabakabusus. Aber auch
eine schlechte Mundhygiene erhoht das Erkrankungsrisiko. Mindestens 75 % der
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich sind der Risikogruppe aus der
Kombination von Alkohol- und Tabakabusus zuzuschreiben (Curado and Boyle,
2013). Fur langjahrige Raucher ist das Risiko, ein HNSCC zu entwickeln, 20-fach
und unter langjahrigem Alkoholabusus funffach erhoht. Die Kombination aus
starkem Rauchen und hohem Alkoholkonsum fuhrt sogar zu einem 50-fach

erhohten Tumorrisiko (Hunter et al., 2005).

Aulerdem kdnnen auch virale Onkogene wie das Epstein-Barr-Virus (EBV) oder
Humane Papillomviren (HPV) zur Tumorgenese beitragen. EBV, der Erreger des
Pfeifferschen Drusenfiebers, ist ein DNA-Virus und kann vor allem bei schlechter

Abwehrlage zu Lyphomen oder Nasopharynxkarzinomen fuhren. Die Humanen
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Papillomviren (HPV), ebenfalls DNA-Viren, sind vor allem im Zusammenhang mit
Zervix- und Oropharynxkarzinomen zu sehen. Es gibt Uber 150 verschiedene
HPV-Typen und auch mehrere sogenannte High-Risk-Typen. HPV-Typ 6, 11, 16
und 18 sind diejenigen, die die Zellen in der Mundhdhle und im Pharynx befallen
(Ragin et al., 2007). Die Zahl der HPV-positiven Tumore ist in der letzten Zeit
gestiegen (Gillison et al., 2015).

Eine geographische Haufung des Auftretens von HNSCCs im sudostasiatischen
Raum, in Pazifikregionen, in Lateinamerika sowie in Teilen Zentral- und
Osteuropas kann beobachtet werden und wird unter anderem mit dem Kauen

von Betelnussen in Verbindung gebracht (Warnakulasuriya, 2009).

Mehrere Studien konnten zeigen, dass auch Ernahrungsgewohnheiten das
Risiko der Entstehung von oralen HNSCCs beeinflussen. Ein regelmaliiger Obst-
und Gemusekonsum hat einen positiven Einfluss und wirkt protektiv, wohingegen
ein hoher Fleischkonsum (vor allem von rotem Fleisch) einen negativen Einfluss
hat (Chuang et al., 2012, Pavia et al., 2006).

1.1.2 Pathogenese und klinisches Bild

Eine haufige Vorstufe von Plattenepithelkarzinomen sind Prakanzerosen. Es
kann sich hierbei um Schleimhautveranderungen wie zum Beispiel eine
Leukoplakie, Erythroplakie oder den Lichen ruber planus handeln, mit denen eine
erhohte Entartungswahrscheinlichkeit einhergeht (van der Waal, 2009). Die
Entartung erfolgt von Prakanzerose zu Carcinoma in situ mit einer noch intakten
Basalmembran. Zu diesem Zeitpunkt ist die Invasion und Infiltration in tiefere
Gewebsschichten noch nicht erfolgt, und es handelt sich in der Regel um Tumore
in einem noch heilbaren Stadium. Makroskopisch lasst sich im pramalignen
Stadium in den meisten Fallen eine flache Leukoplakie erkennen. Im
Tumorstadium ist dann das exophytisch-polypdse von dem endophytisch-

ulzerierenden Wachstum zu unterscheiden.
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Histologisch kann man bei HNSCCs ein invasives Wachstum mit Durchbrechung
der Basalmembran beobachten (Riede and Weyer, 2017). Auferdem
unterscheidet man histologisch gut-differenzierte (verhornende) und wenig-
differenzierte (nicht-verhornende) Karzinome. Je nach Differenzierungsgrad
kann das Plattenepithel als Ausgangsgewebe noch gut erkennbar sein und es
lassen sich Hornperlen oder Schuppen erkennen. Nicht verhornende, also wenig-
differenzierte  HNSCCs wachsen schneller und haben eine schlechtere
Prognose. Typische histologische Malignitatskriterien sind ZellkernvergroRerung,

Zellkernpolymorphie, Zellkernhyperchromasie sowie atypische Mitosen.

Aufgrund der Heterogenitat der HNSCCs im Kopf-Hals-Bereich gibt es auch auf
molekularer Ebene eine Vielzahl von Genen, Proteinen und Transkriptions-
faktoren, die bei der Entstehung von Tumoren relevant sein konnen. Es wird
angenommen, dass durch Deletion, Punktmutation, Promotormethylierung und
Genamplifikation eine Aktivierung von Onkogenen sowie eine Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen erfolgt. Ein Tumorsuppressorgen, welches bei HNSCCs
haufig inaktiviert wird, ist p53. Dieses besitzt die Fahigkeit bei vorhandenen DNA-
Schaden den Zellzyklus zu unterbrechen, was der Zelle Zeit zur Reparatur
verschafft oder bei irreparablen Schaden den programmierten Zelltod/Apoptose
einleiten kann. In bis zu 80 % der HNSCCs ist eine p53-Mutation nachweisbar
(Hunt et al., 2014, Brandt and Petrides, 2014).

FUr die Therapie und Prognose ist entscheidend, ob der Tumor schon
Metastasen gebildet hat. Die Metastasierung von oralen Plattenepithel-
karzinomen erfolgt meist lymphogen in die regionaren Halslymphknoten, seltener

auch hamatogen (Riede and Weyer, 2017).

1.1.3 Therapieformen

Um standardisierte Aussagen bezuglich Therapie und Prognose treffen zu
konnen, erfolgt nach Abschluss des Stagings die Klassifikation des Tumors
anhand des TNM-Schemas. Es wird die TumorgrofRe und Infiltrationstiefe sowie
das Vorliegen von lokoregionaren Lymphknotenmetastasen und von
Fernmetastasen erfasst. T steht dabei fur Tumor, N fur Nodus (Lymphknoten)
und M fur Fernmetastase (Ehrenfeld et al., 2011). Abhangig von der TNM-
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Einteilung wird im interdisziplinaren Tumorboard unter Beteiligung der
Fachdisziplinen Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie, Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde, Strahlentherapie, Onkologie, Pathologie und Radiologie Uber

die Therapie entschieden.

Ein grundlegender Unterschied besteht hinsichtlich kurativer und palliativer
Therapie. Bei einem palliativen Therapieansatz wird versucht, die Lebensqualitat
zu verbessern sowie Funktionseinschrankungen und Schmerzen zu minimieren.
Zum Beispiel gibt es den Ansatz, durch eine alleinige Radiatio den Tumor zu
verkleinern. Eine kurative Therapie dagegen sieht die komplette Entfernung des
Tumors mit ausreichendem Sicherheitsabstand vor sowie, je nach Lokalisation
des Primartumors, eine ipsilaterale oder bilaterale Lymphadenektomie. Eine
bewahrte Methode zur Defektdeckung stellt die Rekonstruktion mit
mikrochirurgisch anastomosierten Transplantaten dar. Abhangig von der
TumorgroRe, dem Resektionsstatus, der Perineuralscheideninfiltration, der
Gefaldinvasion und des Lymphknotenbefalls wird Uber eine kombinierte

Radiochemotherapie im Anschluss an die Operation entschieden.

Die postoperative Lebensqualitat der Tumorpatienten wird durch die chirurgische
Tumorentfernung, die Chemotherapie und die Radiotherapie bestimmt.
Vernarbtes Gewebe nach chirurgischer Intervention verursacht, wie auch
bestrahltes Gewebe, Komplikationen beim Sprechen und Schlucken (Aarstad et
al., 2003), aber auch der asthetische Anspruch wird im Kopf-Hals Bereich nicht

auller Acht gelassen.

Als neuere Therapieoption gibt es zusatzlich zur Radio-/Chemotherapie
sogenannte Targettherapien. Dabei kommen monoklonale Antikorper, wie zum
Beispiel Cetuximab oder Nivolumab, zum Einsatz. Cetuximab ist gegen EGFR
(epidermal growth factor receptor) gerichtet. Dies ist ein membranstandiger
Rezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat. In HNSCC-Zellen ist EGFR in
bis zu 90 % der Falle Uberexprimiert (Grandis and Tweardy, 1993). Durch
Bindung des Antikdrpers wird sowohl die Rezeptoraktivierung als auch die
nachfolgende Signalkaskade inhibiert. Dies fuhrt sowohl zur Hemmung der

Angiogenese als auch zu einer Verminderung der Metastasierung und zu einem
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geringeren Wachstum der Tumorzelle (Baselga, 2001). Bei Speicheldrisen-
karzinomen wurde eine Korrelation zwischen erhohter EGFR-Expression und
Lymphknotenmetastasierung festgestellt, was zu der Annahme fuhrt, dass EGFR

die lymphogene Metastasierung erleichtert (Schneider et al., 2016).

Nivolumab ist ein Checkpoint-Inhibitor, welcher an den PD-1-Rezeptor
(programmed cell death protein 1) auf T-Zellen bindet und so die T-Zell-
Aktivierung und -Proliferation stimuliert. Einige Tumore haben die Fahigkeit
PD-L1 (programmed death ligand 1) zu produzieren und sich so vor dem Immun-
system zu schutzen, da PD-L1 zur Inaktivierung der T-Zellen fuhrt. Nivolumab
verhindert die Bindung von PD-L1 an T-Zellen — so kann das Immunsystem den

Tumor weiter T-Zell-vermittelt bekampfen (Li et al., 2016).

1.1.4 Prognose von HNSCC

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region zahlen seit Jahren zu den
weltweit haufigsten Krebsarten. Sie sind nach wie vor haufig nicht heilbar und
das 5-Jahres-Uberleben bei Patienten mit HNSCC liegt bei 65 % (Siegel et al.,
2020).

Die Prognose ist aufgrund der Heterogenitat der Plattenepithelkarzinome im
Kopf-Hals-Bereich  schwierig einzuschatzen und auch sehr variabel.
Entscheidend ist neben der anatomischen Lokalisation, die die Operabilitat
beeinflusst, auch die Einteilung nach dem TNM-Schema. Ziel bei einer
Tumoroperation ist es, das erkrankte Gewebe restlos zu entfernen (kein
Residualtumor = R0), was durch einen intraoperativ entnommenen Schnell-
schnitt histologisch Uberprift werden kann. Bei einer R1 (= mikroskopisch
nachweisbarer Residualtumor) oder R2 (= makroskopisch nachweisbarer
Residualtumor) Resektion muss bei einem kurativen Therapieansatz
nachoperiert und die Therapie individuell angepasst werden (Ehrenfeld et al.,
2011).

Bei Patienten mit hoher-gradigen Tumoren kommt es haufig zu einem Rezidiv,
das aufgrund von mikroskopisch nicht nachweisbaren Tumorzellen im
Randbereich des Primartumors entsteht. Lymphknotenmetastasen sind

abgesehen von Fernmetastasen der wichtigste prognostische Faktor. Bei
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vorhandenen Halslymphknotenmetastasen wird meist eine modifizierte, radikale
Neck-Dissection mit Ausraumung der Halslymphknotenlevel durchgefuhrt. Aber
auch bei einem N = 0 Hals wird haufig eine elektive Neck-Dissection empfohlen,

um okkulte Metastasen zu entfernen (Lim et al., 2006).

Patienten mit HPV-positiven Plattenepithelkarzinomen haben eine bessere
Prognose. Diese Tumore sprechen besser auf eine Chemotherapie an als HPV-
negative, und zudem sind die Patienten haufig in einem besseren
Allgemeinzustand (Chow, 2020).

Die Behandlungsmoglichkeiten von HNSCCs haben sich in der letzten Zeit,
abgesehen von der Entwicklung neuer monoklonaler Antikorper wie zum Beispiel
das bereits erwahnte Cetuximab, nicht wesentlich weiterentwickelt. Doch nicht
zuletzt aufgrund der steigenden Lebenserwartung spielen Tumorerkrankungen
eine immer grof3ere Rolle. In den nachsten Jahren wird die Zahl der allgemeinen
Krebsfalle weiter zunehmen und konnte sich laut einer Studie der IARC bis 2040

sogar verdoppeln (Wild et al., 2020).

Die Behandlung von Krebs stellt nach wie vor eine enorme Herausforderung fur
die moderne Medizin und die Wissenschaft dar. Neue innovative Wege der
Krebstherapie sollten, auch mit dem Ziel einen einheitlichen, medikamenten-

basierten Therapieansatz zu entwickeln, weiterverfolgt werden.

1.2 Energie als Therapieansatz — Warburg Effekt

Fast alle Tumorzellen zeichnen sich durch einen erhdhten und beschleunigten
Metabolismus aus. Daraus resultiert in vielen Fallen ein gesteigerter
Energieumsatz (Holm, 2007). Schon 1924 erkannte Otto Warburg, dass
Tumorzellen mehr Glukose aufnehmen und diese hauptsachlich Uber den Abbau
zu Milchsaure (Laktat) mit einer anschlieBenden Sekretion des Molekuls
metabolisieren (Warburg-Effekt). Gesunde Korperzellen nutzen diesen Weg der
Energiegewinnung meist nur bei unzureichender Sauerstoffversorgung. Sie
konnen bei Anwesenheit von Sauerstoff durch aerobe Glykolyse und
anschlielfender Verwertung im Citratzyklus sowie der oxidativen Phosphory-
lierung 32-36 mol ATP/mol Glukose gewinnen. Die Energieausbeute bei der

Milchsauregarung betragt im Vergleich zum vollstandigen Abbau lediglich
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2 mol ATP/mol Glukose (Warburg et al., 1924). Das hierbei entstehende Laktat
kann dann zum Beispiel durch die Leber wieder zu Glukose aufgebaut werden.
Allerdings ist dieser Weg extrem energie-ineffizient, da pro synthetisiertem
Glukose-Molekiil sechs Energie-Aquivalente bendtigt werden, in der Glykolyse
aber nur netto 2 ATP zurickgewonnen werden. Dieses permanente Verlust-
geschaft ist mit eine der Ursachen fur den erhdhten Energieverbrauch von
Tumoren. Die ineffiziente Energiegewinnung durch die Milchsauregarung
gleichen Krebszellen durch eine gesteigerte Glukoseaufnahme aus (Gatenby
and Gillies, 2004, Liberti and Locasale, 2016). Die folgende Abbildung (Abb. 1)
gibt einen schematischen Uberblick (iber den Stoffwechsel und Energiebedarf
von gesunden Korperzellen und Tumorzellen.

Normale Zelle Krebszelle

Glukose £
G ukose | Glukose E
0, Glukose O B
A O, g
i
Laktat Pyruvat Ctratzykus @ Pyruvat
C tratzyk us Laktat
liefert 36 ATP pro Mol liefert nur 2 ATP pro Mol
Glukose Glukose

Abb. 1. Energiebedarf von Kérper- und Tumorzellen im Vergleich (eigene Darstellung). Fast
alle Tumorzellen haben aufgrund des erhéhten Metabolismus einen gesteigerten Energiebedarf.
Die aufgenommene Glukose verstoffwechseln Tumorzellen hauptsachlich tiber den Abbau zu
Laktat (Warburg-Effekt), was zu einer Energieausbeute von 2 mol ATP/mol Glukose fiihrt.
Gesunde Korperzellen hingegen kénnen bei Anwesenheit von Oz Uber den vollstandigen Abbau
32-36 mol ATP/mol Glukose gewinnen. Die ineffiziente Energiegewinnung durch die
Milchsauregarung gleichen Krebszellen durch eine gesteigerte Glukoseaufnahme aus.
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Zusatzlich benodtigen Tumorzellen mehr Energie fur die Zellteilung und den
permanenten Masseaufbau (Tanner and Rutter, 2016). Der Energieverbrauch,
verursacht durch die Krebszellen, fuhrt bei Tumorpatienten haufig zu
Gewichtsverlust und Kachexie, was neben Nachtschweily und Fieber zur

typischen B-Symptomatik von Tumorerkrankungen zahilt.

Allerdings bietet dieser erhohte Energiebedarf einen moglichen zentralen
Angriffspunkt, indem man entweder verhindert, dass der Tumor die bendtigte
Energie bekommt oder man verfolgt den in dieser Arbeit verwendeten Ansatz,
den Tumor durch die Simulation beziehungsweise Induktion eines sogenannten
,Low-Energy-Metabolismus® zu tauschen. In letzterem Ansatz gibt man dem
Tumor im Grunde genommen die Information, dass nicht ausreichend Energie
fur Wachstum und/oder Proliferation vorhanden ist. Eine mdgliche Form, einen
solchen Low-Energy-Metabolismus zu induzieren, ist die sogenannten Kalorien-
Restriktion. Die wissenschaftliche Erforschung dieses Phanomens liefert
mittlerweile auf molekularer, metaboler und biochemischer Ebene eine Vielzahl
an Erkenntnissen, die die Grundlagen fur eine Reihe an Therapiemdglichkeiten

von Tumoren darstellen.

1.2.1 Kalorien-Restriktion

Kalorien-Restriktion meint eine permanent um ca. 10-30 % verminderte
Aufnahme an Nahrungsenergie. Schon 1947 wurden erste Versuche zur
Kalorien-Restriktion an Mausen durchgefuhrt und lebensverlangernde sowie
gesundheitsfordernde Einflisse erkannt (Ball et al., 1947). Erstaunlich ist, dass
eine Reduktion der aufgenommenen Kalorien in verschiedensten Organismen
sowohl zu einer erhdhten Lebensdauer als auch zu einer Verbesserung der
allgemeinen Gesundheit fuhrt (siehe Abb. 2) (Fontana and Partridge, 2015,
Escobar et al., 2019). Die Lebensspanne von Hefe, von Caenorhabditis elegans
und Drosophila kann sich vervielfachen. Bei Mausen und Ratten kann durch
Kalorien-Restriktion die Lebenszeit um 30-50 % und beim Menschen nach

Schatzungen um ca. 10 % verlangert werden.
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Kalorienrestriktion

“w trte o

Yeast C. Elegans Drosopholia Mice Nonhuman Primates Humans
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Abb. 2. Einfluss der Kalorien-Restriktion auf eukaryotischen Zellen und Organismen
(modifiziert nach Escobar et al., 2019). Kalorien-Restriktion fihrt in verschiedensten
Organismen sowohl zu einer erhéhten Lebensdauer als auch zu einer Verbesserung der
allgemeinen Gesundheit.

Neben der Lebensverlangerung kommt aber noch ein weiterer wesentlicher
Effekt hinzu: eine drastische Reduzierung der Morbiditat, unter anderem
begrundet durch die Risikosenkung von typisch altersbedingten Krankheiten. In
einer Studie mit Rhesusaffen konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Kalorien-
Restriktion zu einem verbesserten Stoffwechsel sowie zu einem verzogerten
Auftreten von altersbedingten Krankheiten fuhrt. AuRerdem konnte so das Risiko
an Typ-2-Diabetes, an Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder an Krebs zu sterben,
gesenkt werden (Colman et al., 2014, Mattison et al., 2012). Auch beim
Menschen konnten ahnliche Effekte beobachtet werden. Durch eine permanente
Kalorien-Restriktion besteht ein geringeres Risiko fur Typ-2-Diabetes, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, neurodegenerative oder maligne Erkrankungen
(Fontana et al., 2011, Madeo et al., 2019).

Eine reduzierte Energieaufnahme kann durch eine Restriktion von Lipiden,
Kohlenhydraten und/oder Aminosauren/Proteinen erreicht werden. Der dadurch
erreichte Effekt wird im Folgenden als Low-Energy-Metabolismus bezeichnet.
Aufgrund der geringeren verfugbaren Energiemenge konzentriert sich die Zelle
in diesem Zustand auf essentielle Mechanismen wie die Atmung und die
Reparatur von DNA-Schaden (siehe Abb. 3 — griin). Prozesse wie Wachstum,
Differenzierung und Proliferation werden hingegen aufgrund des geringen
Energieangebots in diesem Zustand inhibiert (siehe Abb.3 - rot). Der

entscheidende Regulator, welcher abhangig vom Energielevel Zellwachstum und
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Proliferation steuert, ist die Proteinkinase mTOR (mechanistic target of
rapamycin). Auf die molekularen Mechanismen des Low-Energy-Metabolismus
und die zentrale Bedeutung von mTOR wird im Folgenden noch ausfuhrlicher
eingegangen. Wachstum, Differenzierung und Proliferation sind Prozesse, die
die Tumorentstehung und das Tumorwachstum fordern — das erklart, warum
durch Kalorien-Restriktion und dem damit einhergehenden Low-Energy-

Metabolismus unter anderem das Tumorrisiko gesenkt werden kann.

| energibsdar

DNA-

Kritische Grenze
mTOR

High-Energy-
Metabolismus

Abb. 3. Stoffwechselprozesse des High- und Low-Energy-Metabolismus im Vergleich.
Aufgrund des geringen Energieangebots konzentriert sich die Zelle im Low-Energy-
Metabolismus, reguliert durch mTOR, auf essentielle Mechanismen wie die Atmung und die
Reparatur von DNA-Schaden. Wenn aber mehr Energie verfigbar ist, wird diese fur Wachstum,
Differenzierung und Proliferation verwendet. Dies sind Prozesse, die die Tumorentstehung
beglnstigen.

1.2.2 Aminosaure-/Protein-Restriktion

Interessant ist, dass eine Restriktion der Menge an aufgenommenen
Aminosauren die gleichen Effekte zeigt wie eine reduzierte Aufnahme von
Kohlenhydraten beziehungsweise Lipiden, sogar ohne Reduktion der
Gesamtkalorienzahl (Fontana and Partridge, 2015). Schon 1959 konnten
Sugimura und Kollegen zeigen, dass Diaten, bei denen nur eine essentielle
Aminosaure fehlt, einen Low-Energy-Metabolismus induzieren kdnnen, was mit
einem Gewichtsverlust sowie einer Reduktion des Tumorwachstums einherging
(Sugimura et al., 1959). Die Induktion des Low-Energy-Metabolismus fuhrt zu

einer allgemein verbesserten Gesundheit wie auch zu einer Verlangerung der
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Lebensdauer. Hintergrund ist ein verbesserter, insulin-unabhangiger
Glukosestoffwechsel, ein geringeres Risiko an Adipositas zu erkranken und auf
zellularer Ebene deutlich weniger Proliferation, Wachstum und Entwicklung.

AuRerdem kann so der oxidative Stress stark gesenkt werden (Ables et al., 2016).

Eine sehr Uberzeugende Studie, die das Potential der Protein-Restriktion im
Zusammenhang mit Gesundheit und Krebs belegt, wurde 2014 von Levine und
Kollegen in ,Cell Metabolism® publiziert (Levine et al., 2014). Sie bezieht sich auf
ausgewabhlte Daten von Uber 6.000 Probanden mit einem Alter von 50 und mehr
Jahren, der NHANES-III-Studie aus den USA, die regelmafig neu aufgelegt wird,
um reprasentativ den Ernahrungs- und Gesundheitszustand der US-Bevdlkerung
zu dokumentieren. Die ausgewahlten Probanden wurden simpel in drei Gruppen
eingeteilt: eine Gruppe mit einem hohen (Uber 20 %), eine Gruppe mit einem
mittleren (10-19 %) und eine Gruppe mit einem niedrigen Proteinkonsum (unter
10 %). Die Gruppe mit dem hohen Proteinkonsum hatte ein 75 % hdheres
Gesamtrisiko zu sterben und ein vierfach erhohtes Risiko innerhalb der nachsten
18 Jahre an Krebs zu sterben. AuRerdem stieg das Risiko an Diabetes mellitus
Typ Il zu sterben um das Funffache. Solch hohe prozentualen Veranderungen
innerhalb der Risikobewertung sind fur ernahrungswissenschaftliche Studien
ungewohnlich und zeigen die Relevanz und Effizienz des Low-Energy-

Metabolismus auf.

1.2.3 Methionin-Restriktion

Die 20 (bzw. 21) proteinogenen Aminosauren des Menschen sind nicht nur
Grundbausteine der Proteine, sondern mit ihren Abbauprodukten auch
Bestandteile aller wichtigen Stoffwechselwege. Bei Glukosemangel kann diese
aus den Abbauprodukten in Form der Ketosauren wie a-Ketoglutarat, Pyruvat
beziehungsweise Oxalacetat aus den Aminosauren durch die Glukoneogenese
synthetisiert werden. Die meisten Aminosauren sind glukogen, eine Ausnahme
bilden lediglich Lysin und Leucin, welche rein ketogen sind und zu Acetyl-CoA
abgebaut werden konnen. Die Endprodukte des Aminosaureabbaus, wie
a-Ketoglutarat, Oxalacetat, Fumarat und Succinyl-CoA, sind Metabolite des
Citratzyklus, oder stehen wie Acetyl-CoA oder Pyruvat mit diesem eng in

Verbindung (Rohm, 2014). AuRerdem steht der Aminosaurestoffwechsel Uber
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Acetyl-CoA mit dem Lipidstoffwechsel und uber Argininosuccinat mit dem
Harnstoffzyklus im engen Zusammenhang. Der Harnstoffzyklus wiederrum ist
Uuber Carbamoylphosphat und Aspartat eng verknupft mit dem Auf- und Abbau
der Nukleinsauren, also auch mit der DNA-Synthese. Aminosauren spielen eine
zentrale Rolle im gesamten Metabolismus. Eine Reduktion der verfigbaren
Aminosauren hat somit enorme Auswirkungen auf viele bedeutende Stoff-
wechselwege.

Dabei ist es nicht notwendig die Gesamtmenge der aufgenommenen Proteine zu
senken. Es reicht sogar aus, wenn man eine ausgewahlte Aminosaure stark
reduziert. Die Aminosaure Methionin hat sich dabei etabliert, da sie gegenuber
den anderen Aminosauren eine ubergeordnete Stellung besitzt. Sie stellt unter
anderem die im Anabolismus energieaufwandigste Aminosaure dar (Old et al.,
1991). Dies ist wahrscheinlich auch der Grund, warum Methionin als Indikator fur
eine ausreichenden Energiezufuhr steht und bei geringen Konzentrationen zur
Induktion des Low-Energy-Metabolismus in einer Zelle fuhrt (Bhattacharyya and
Varshney, 2016). Ebenfalls ist dies vermutlich die Ursache, weshalb Methionin
bei fast allen Lebewesen als Start-Aminosaure gilt — nur bei einer ausreichenden
Methionin-Konzentration sind genugend Energieressourcen vorhanden, die der
Korper fur die energetisch sehr aufwandige Proteinbiosynthese verwenden kann.
Die Thiolstruktur des Methionins kann von humanen Zellen nicht gebildet werden,
also kann der Korper Methionin nicht de-novo synthetisieren (Rohm, 2014).
Allerdings konnen normale Korperzellen Methionin zumindest teilweise aus
Stoffwechselprodukten wie S-Adenosyl-Methionin (SAM) oder Homocystein

regenerieren.

1.2.4 Molekulare Mechanismen des Low-Energy-Metabolismus

Der Low-Energy-Metabolismus fuhrt zu komplexen Veranderungen. Mittlerweile
konnen diese Veranderungen und die daraus resultierenden positiven Effekte auf
molekularer Ebene sehr gut erklart werden. Im Folgenden werden einige der

bedeutendsten molekularen Mechanismen kurz beschrieben.
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(1) mTOR,

(2) die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK),

(3) IGF-1 (insulin like growth factor 1) und FGF-21 (fibroblast growth factor 21),
(4) der Mechanismus der Autophagie und

(5) die Proteingruppe der Sirtuine

sind wichtige Faktoren, die bei der Umsetzung des Low-Energy-Metabolismus
relevant sind und in ihrer Summe flir die positiven Effekte in Form der
Lebensverlangerung und der stark gesenkten Morbiditat sowie der Vermeidung

von altersassoziierten Krankheiten verantwortlich sind.

(1) mTOR ist Bestandteil eines Proteinkomplexes, der mafigeblich an der
Regulation von Zellwachstum und Proliferation beteiligt und neben Wachstums-
faktoren vor allen Dingen sensitiv gegenuber dem Energielevel einer Zelle ist.
Das kleine G-Protein Rheb, welches auf der einen Seite durch
Wachstumsfaktoren wie Insulin, aber auch durch die Konzentration freier
Aminosauren reguliert wird, ist fur die Aktivitat der Proteinkinase mTOR
essentiell. Ein hohes Energielevel, das mit einer hohen ATP-Menge
(beziehungsweise genauer einem hohen ATP/AMP-Quotienten) korreliert, fuhrt
zur permanenten Stimulation und Aktivierung von mTOR und damit zu
vermehrtem Wachstum und Proliferation (Abb. 4). Auch eine Senkung der
verfugbaren freien Aminosauren (AS) (Weichhart, 2018, Saxton and Sabatini,
2017) und selbst die alleinige Senkung der Menge des verfugbaren Methionins
(Met) inhibieren mTOR und unterdricken somit Wachstum und Proliferation.
Zhou und Kollegen beschreiben, dass mTOR Uber den G-Protein-gekoppelten
Rezeptor T1R reguliert werden kann, welcher ein direkter Sensor fur die Menge
an verfugbaren Aminosauren, unter anderem Methionin, ist (Zhou et al., 2016).
Eine andere Moglichkeit, wie die Zelle indirekt mangelndes Methionin messen
kann, ist iber das Protein SAMTOR. SAMTOR ist ein SAM-Sensor, welcher uber
die Interaktion mit dem GTPase-aktivierenden Protein GATOR1 die mTOR-
Aktivitat hemmen kann (Gu et al., 2017). SAM und Methionin sind sehr eng
miteinander verknUpft, in nur einem Reaktionsschritt kann aus Methionin und

ATP SAM gebildet werden und aus SAM kann wiederum Methionin synthetisiert
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werden. Daher korreliert eine geringe SAM-Konzentration mit einer niedrigen
Methionin-Konzentration und beides fuhrt zur Inhibition von mTOR. Auch auf
pharmakologischem Weg kann mTOR gehemmt werden: Das Immun-
suppressivum Rapamycin (auch bekannt unter Sirolimus) kann durch die
Inhibition von mTOR einen Low-Energy-Metabolismus induzieren und eine
Kalorien-/Methionin-Restriktion mit den bereits beschriebenen positiven Effekten
simulieren (Weichhart, 2018).

(2) Die AMP-Kinase ist ein in allen eukaryotischen Geweben vorkommendes
heterotrimeres Protein, welches eine groRe Rolle bei der Regulation einer
Vielzahl weiterer Enzyme spielt. Die Aktivitat der AMPK wird uber den AMP/ATP-
Spiegel reguliert, was durch eine De-Phosphorylierung erfolgt. AMP entsteht
beim Abbau des energiereichen ATP (Adenosintriphosphat) und eignet sich
daher als Energie-Sensor der Zelle. Bei einem hohen AMP/ATP-Quotienten
werden energieaufwandige Prozesse wie die Glykogen-, Cholesterin- und
Fettsaurebiosynthese inhibiert. Die verantwortlichen Enzyme, wie zum Beispiel
die Glykogensynthase, die Acetyl-CoA-Carboxylase oder die HMG-CoA-
Reduktase, werden von der AMPK gehemmt (Chung Thong et al., 2010) (Abb. 4).
Insbesondere wird auch der bereits beschriebene Proteinkomplex mTOR
gehemmt, was zur Inhibition von Wachstum und Proliferation fuhrt (Abb. 4). Um
fur Energienachschub zu sorgen, wird gleichzeitig Uber die Aktivierung des
Enzyms Phosphofructokinase-2 die Glykolyse gefordert. So schitzt die AMP-
Kinase die Zelle vor Energiemangel.

(3) Somatotropin (auch growth hormone, (GH)) ist ein hypophysares
Wachstumshormon, welches neben direkten Effekten auf das Zielgewebe seine
Wirkung unter anderem Uber Transkriptionsfaktoren und einer veranderten
Expression von IGF-1 und FGF-21 vermittelt. Eine regelmalige hohe
Energieaufnahme fuhrt zu einer gesteigerten |IGF-1 Sekretion und zur
gleichzeitigen Senkung von FGF-21 durch die Leber. IGF-1 signalisiert, dass
genugend Energie vorhanden ist und fuhrt Uber die Aktivierung von mTOR wie
auch Insulin, zu einem vermehrten Zellwachstum und erhdhter Proliferation
(Daniel and Wenzel, 2014b) (Abb. 4). Im Gegensatz dazu wird FGF-21 vermehrt

bei Energiemangel ausgeschuttet und signalisiert einen Low-Energy-
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Metabolismus. Es werden vermehrt GLUT1- und GLUT4-Transporter in die
Zellmembranen eingebaut, was eine erhohte insulinunabhangige Glukose-
aufnahme ermoglicht. Sowohl eine Kalorien- als auch eine Methionin-Restriktion
fuhren zu einer Senkung des IGF-1- und zu einer Erhdhung des FGF-21-Levels.
Das erklart auch den positiven beziehungsweise krankheitspraventiven Effekt
einer dauerhaften Kalorien-Restriktion auf Diabetes Typ-Il Erkrankungen (Liu et
al., 2018).

(4) Ein weiterer grundlegender Mechanismus der bei einem geringen zellularen
Energieniveau induziert wird, ist die Autophagie (Madeo et al., 2015). Man kann
diesen Prozess als zellulares Recycling beschreiben: Defekte Zellstrukturen wie
fehlgefaltete Proteine, aber auch ganze Organellen wie defekte Mitochondrien
werden abgebaut. Die dabei entstehenden Abbauprodukte werden in Salvage
Pathways wiederverwertet. So kann bei einem niedrigen Energieniveau der
zellulare Energiebedarf Uber die endogenen Abbauprodukte gedeckt werden
(Rubinsztein et al., 2011). Die Autophagie wird bei einem niedrigen Energie-
niveau und dem damit einhergehenden erhohten AMP/ATP-Spiegel direkt uber
die AMPK aktiviert (Abb. 4). Zusatzlich fuhrt auch die Inhibition von mTOR zur
Induktion der Autophagie (Kim et al., 2011, Egan et al., 2011).

(5) Eine Gruppe von Proteinen, die ebenfalls im Low-Energy-Metabolilsmus
aktiviert werden, sind die Sirtuine. Das bei Energiemangel erhohte NAD*/NADH-
Verhaltnis fordert die SIRT1-Aktivitdt und fuhrt zur Histon-Deacetylierung,
wodurch die elektrostatische Wechselwirkung zwischen DNA und Histonen
erhoht wird, die in einer dichteren Chromatinstruktur resultiert (Fang et al., 2017).
Sirtuine steuern Uber die graduelle Packungsdichte der DNA die
Transkriptionsrate von bestimmten Genen, was unter anderem zur verminderten
Expression Apoptose-assoziierter Gene — wie zum Beispiel p53 — fuhren kann
(Daniel and Wenzel, 2014a). Sie sind maligeblich an der Ausbildung
epigenetischer Faktoren beteiligt. Die Epigenetik spiegelt eine weitere
Moglichkeit der Genregulation wider, die Uber den reinen genetischen Code
hinausgeht — die bekannteste Form ist die DNA-Methylierung. Kalorien-
Restriktion ermaoglicht aufierdem die Bindung von FOXO3a und p53 am Promotor

von SIRT1, wodurch die SIRT1-Expression weiter vorangetrieben wird. Weitere
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Auswirkungen der erhéhten Sirtuinaktivierung sind die Deacetylierung und somit
Aktivierung der AMPK, die Reparatur von DNA-Schaden (auf die im Folgenden
noch genauer eingegangen wird) sowie ein verringertes Zellwachstum und eine
verminderte Zellproliferation (Abb. 4) (Alves-Fernandes and Jasiulionis, 2019).

Die molekularbiologischen Auswirkungen, welche durch den Low-Energy-
Metabolismus induziert werden, sind dufRerst komplex. Die folgende Abbildung
(Abb. 4) soll einen Uberblick tiber die wichtigsten Mechanismen, vermittelt tiber
(1) mTOR, (2) die AMP-Kinase, (3) die IGF-1-Achse, (4) den Mechanismus der
Autophagie und (5) die Proteingruppe der Sirtuine und deren Zusammenspiel,

verschaffen.

Low-Energy-Metabolismus
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G'ykogensynt:ng \ Wachstum,
Cholesterinsynthese Pro feraton
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Abb. 4. Uberblick iiber Kalorien-Restriktion regulierte molekulare Mechanismen
(modifiziert nach Gillespie et al., 2016). Ein erhohtes AMP/ATP-Verhaltnis fihrt zur verstarkten
Aktivierung der AMP-Kinase. Die AMPK hemmt sowohl die Glykogensynthese, die
Cholesterinsynthese, die Fettsaurebiosynthese als auch die mTOR-Aktivitat. Eine verringerte
Aktivitast von mTOR, welche neben der AMPK durch eine geringe ATP-, IGF-1- und AS-
Konzentration oder zum Beispiel durch eine geringe Met-Konzentration erreicht wird, inhibiert
Wachstums- und Proliferationsprozesse. Das erhéhte NAD*/NADH-Verhaltnis fordert die SIRT1-
Aktivitat, was unter anderem zur Deacetylierung und zur Hochregulierung der AMPK und ihrer
Funktion flihrt. Kalorien-Restriktion ermdglicht auRerdem die Bindung von FOXO3a und p53 im
Promotor von SIRT1, wodurch die SIRT1-Expression weiter vorangetrieben wird. SIRT1 férdert
Uber die Histondeacetylierung auch die Etablierung und Aufrechterhaltung von Heterochromatin
und verringert das Zellwachstum und die Zellproliferation. Eine weitere Funktion von Sirtuinen ist
die Reparatur von DNA-Schaden.
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1.2.5 Das Potential des Low-Energy-Metabolismus als Therapieansatz

gegen Krebs

Trotz Uberzeugender Ergebnisse aus den Studien und Forschungsarbeiten tber
Kalorien-, Protein- oder Aminosaure-Restriktion, stellt sich doch grundlegend die
Frage, ob das Konzept des Low-Energy-Metabolismus als Therapieform gegen
Krebs geeignet ist. So positiv ein verlangertes Leben bei geringer Morbiditat und
einer geringeren Wahrscheinlichkeit altersassoziierter Erkrankungen auch zu
bewerten ist, ist der Kampf gegen Krebs eventuell eine vollkommen andere
Herausforderung.

In der bereits erwahnten Studie von Levine und Kollegen wurden in weiteren in
vivo Versuchen an Mausen untersucht, welchen Einfluss eine Protein-Restriktion
auf das Tumorwachstum beziehungsweise den Prozess der Metastasierung
haben kann. Der Versuchsaufbau war wie folgt. Es wurden zwei Gruppen mit
Mausen gebildet: Eine Gruppe wurde, gemessen an der Gesamtkalorienzahl,
kontinuierlich mit einer hohen (18 %) und die andere Gruppe mit einer niedrigen
Proteinmenge (4-7 %) gefuttert. Im ersten Versuch wurden den beiden Gruppen
jeweils 20.000 murine Melanomzellen (B16) implantiert. Im weiteren Verlauf
wurde die TumorgrofRe beider Gruppen verglichen. Nach 39 Tagen waren die
Tumore in der Gruppe mit der hohen Proteinmenge im Schnitt 78 % groRer als
die der Vergleichsgruppe.

In einem zweiten Versuch wurden 20.000 murine Brustkrebszellen (4T1) an
Mausen unter den bereits beschriebenen Diatbedingungen getestet. In der
Gruppe mit der hohen Proteinmenge bildeten sich bei 100 % der Versuchstiere
Tumore aus, wahrend nach 18 Tagen nur 70 % der Tiere mit der niedrigen
Proteinmenge einen Tumor aufwiesen. Am Ende des Experiments, nach 39
Tagen, hatten 20 % der Tiere der Gruppe mit der geringen Proteinmenge noch
immer keinen Tumor ausgebildet, obwohl Ihnen 20.000 lebende, aggressive
Tumorzellen implantiert wurden (Levine et al., 2014).

Eine andere Studie, die von Hosios und Kollegen 2016 in Developmental Cell
publiziert wurde, zeigt, welch grol3e Relevanz Aminosauren fur das Zellwachstum
haben (Hosios et al., 2016). In dieser Publikation wird aufgezeigt, dass der

Grolteil der in proliferierenden Zellen entstehenden zellularen Masse durch

17



Einleitung

Aminosauren und nicht Glukose gewonnen wird. Aufgrund der grolden
Bedeutung von Aminosauren fur das Wachstum von proliferierenden Zellen,
bietet die Aminosaure-Restriktion somit eine effektive Moglichkeit, um eventuell
die Proliferation von Krebszellen zu inhibieren.

Die Wirksamkeit einer Methionin-Restriktion gegen Krebs konnte mittlerweile
sowohl durch in vitro als auch in vivo Studien gezeigt werden (Wanders et al.,
2020). So konnte durch die Methionin-Restriktion in verschiedenen Tumorzellen
im Tiermodell eine Regression des Tumorwachstums erreicht werden (Komninou
et al., 2006, Hens et al., 2016). Auch der Einsatz des isolierten bakteriellen
Enzyms Methionase, welches Methionin zu alpha-Ketobutyrat, Methanethiol und
Ammoniak spaltet, konnte in praklinischen Studien das Tumorwachstum
hemmen (Cellarier et al., 2003). In einigen Studien konnten durch die
Kombination einer Methionin-freien Diat und einer Radio-/Chemotherapie
synergistische/additive Wirkungen festgestellt werden (Gao et al., 2019, Cellarier
et al., 2003). Zudem sind einige Tumore Methionin-abhangig und kénnen nicht
wie normale Korperzellen benotigtes Methionin selbst zum Beispiel aus
Homocystein regenerieren. Dadurch konnte der Einfluss einer Therapie, die auf
einer Methionin-Restriktion basiert, zusatzlich verstarkt werden (Cavuoto and
Fenech, 2012, Chaturvedi et al., 2018). Auf Grund der erfolgsversprechenden
Ergebnisse ist es von grolRer Bedeutung, die Methionin-Restriktion auch auf
molekularer Ebene im Detail zu verstehen, um so kinftig eine zielgerichtete

Therapie zu ermoglichen.

1.3 Kleiner Exkurs in die Alternsforschung

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen, molekularen
Mechanismen sind so elementar, dass sie eine grundsatzliche Bedeutung in den
Bereichen Lebenszeitspanne, Morbiditdt und Alterserkrankungen haben.
Besonders auffallig ist, dass sich die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus
drastisch auf die Vermeidung altersbedingter Erkrankungen wie Diabetes Typ |l
und eben auch Krebs auswirkt. In den letzten Jahren gehen Ergebnisse
akademischer Veroffentlichungen sogar so weit, dass mit diesen molekularen

Prozessen unter anderem das Altern auf biochemischer Ebene erklart werden
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kann und somit das Altern selbst als Ursache fur viele der im Alter auftretenden
Krankheiten angesehen wird (Sinclair and Matthew, 2019).

Die NAD*-abhangigen Sirtuine und vor allem deren epigenetische Funktion
wurde in einem vorherigen Abschnitt bereits kurz beschrieben. Neben der
Maglichkeit durch die Deacetylierung von Histonen den Verpackungsgrad der
DNA und somit die Gentranskription auf epigenetischer Ebene zu regulieren, sind
die Proteine auch mafgeblich an der Reparatur von DNA-Schaden beteiligt.
Glatte DNA-Bruche konnen bei der Zellteilung durch mechanische Belastung
oder aber durch Strahlenschaden entstehen. Ein Teil der Sirtuine wird dann von
der eigentlichen Position innerhalb des Genoms zur Reparaturstelle rekrutiert
und verbleibt dort, bis die DNA-Reparatur abgeschlossen ist. Allerdings konnen
in diesem Fall die abgezogenen Sirtuine ihre Aufgabe der DNA-Packung und der
daraus resultierenden Genomorganisation nicht mehr erfullen.

Seit langem ist es ein groRes Problem, die Alterung biologisch zu erklaren und
bis dato gab es keinen molekularen Prozess, der das Altern auch nur in
irgendeiner Form nachweislich erklaren konnte. Neben der Theorie, dass Altern
ein genetisches Programm ist, welches von der Zelle gezielt aktiviert wird — im
Grunde also eine Uber den Lebenszeitraum ausgedehnte Ganzkorper-Apoptose
— gibt es ebenso die Theorie, dass das Altern schlicht und ergreifend durch die
Regeln der Entropie zu erklaren ist. Ein System hoher Ordnung strebt auf Dauer
dem Chaos entgegen und selbst eine Zufihrung permanenter Energie verhindert
diesen Prozess nicht, sondern verzdgert das Chaos nur. Dies kdnnte sich auf
zellularer Ebene in einem Zerfall der epigenetischen Strukturen auf3ern und somit
zu einer Dysregulation der Gentranskription fuhren, die dann wiederum zu den
altersbedingten Erscheinungen fuhrt, induziert durch eine massiv veranderte
Gentranskription. Auf Grund von Ergebnissen aus dem Organismus Hefe
(Sinclair and Guarente, 1997, Sinclair et al., 1997) waren die Sirtuine und die
epigenetische Dysregulation der Transkription ein geeigneter Kandidat fir diesen
entropie-bedingten Alterungsprozess.

Doch wie lasst sich eine solche Theorie zumindest ansatzweise belegen? Die
Forschergruppe des Gerontologen David A. Sinclair veroffentlichte 2019 auf dem

Reprint Server BioRxiv (betrieben vom Cold Spring Harbor Laboratory) die Arbeit
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,DNA Break-Induced Epigenetic Drift as a Cause of Mammalian Aging“ (Hayano
et al., 2019). Zuerst wurde eine transgene Maus generiert, die Uber einen
Tamoxifen induzierbaren Promotor das Gen /-Ppol exprimieren kann. Dieses
Gen entstammt dem Schleimpilz Physarum polycephalum und hat eine ahnliche
Wirkungsweise wie das CRISPR-System. Ein enzymatischer Komplex beinhaltet
eine  RNA-Sequenz und fahrt mit dieser das Genom ab. Bei einer
Ubereinstimmung (dem Vorkommen der komplementaren Sequenz innerhalb
des Genoms) wird die DNA an der entsprechenden Stelle geschnitten. Allerdings
betragt die bendtigte Sequenzhomologie im Vergleich zum CRISPR-System bei
I-Ppol 20 Basen, was die Spezifitat drastisch erhoht und zweitens wird die DNA
,blunt® geschnitten, das heif’t, es kommt zu einem glatten DNA-Bruch ohne
Nukleotidiberhang. Dies hat zur Folge, dass es entgegen dem CRISPR-System
nicht zu einer Reparatur mit irregularem Crossover und eventuell
anschlielfendem knock-out des Gens kommt, sondern das zellulare System den
Doppelstrangbruch ~ simpel  wieder repariert, da solche glatten
Doppelstrangbriche allein auf Grund mechanisch wirkender Scherkrafte
mehrere Dutzendmale pro Tag in einer Zelle vorkommen konnen. |-Ppol erkennt
die Sequenz CTCTCTTAAVGGTAGC, die 20x im Mausgenom in nicht

codierenden Bereichen vorkommt.

Die gentechnisch veranderten Mause werden als ICE-Mause bezeichnet. ICE
steht hierbei fur ,Inducible Changes in the Epigenome® (induzierbare
Veranderungen im Epigenom). Durch die Verabreichung einer geringen Dosis
(360 mg/kg) Tamoxifen im Futter Uber drei Wochen an vier bis sechs Monate
alten ICE-Mausen wurde das Gen aktiviert, um einen sogenannten
,Epigenetischen Shift* zu erzeugen. Die DNA wird kontinuierlich durch I-Pol an
den 20 Stellen geschnitten und die endogenen Sirtuine immer wieder vom
Genom zu den Reparaturstellen abgezogen. Wahrend der dreiwdchigen
Genaktivierung durch Tamoxifengabe waren zwischen ICE- und normalen
Mausen keine Unterschiede zu erkennen. Nach einem Monat gab es jedoch
schon erste visuelle Unterschiede: Die ICE-Mause zeigten eine leichte Alopezie
(Haarverlust) sowie einen Pigmentverlust an FuRen, Schwanz und Ohren. Nach

zehn Monaten zeigten sich noch deutlichere Unterschiede: Bei allen ICE-
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Mausen, jedoch bei keiner Maus der Kontrollgruppe, zeigten sich neben den
bereits beschriebenen klassischen Altersmerkmalen auch ein verringertes
Korper- und Fettgewicht sowie eine verminderte korperliche Aktivitat (Hayano et
al., 2019). Auffalligstes Merkmal war, dass die Mause mehr als doppelt so schnell
altern und im Vergleich zu den Kontrollmausen mit 36 Monaten nur noch eine
durchschnittliche Lebenserwartung von 16 Monaten hatten. Dieser Effekt konnte
dosisabhangig aufgehoben werden, indem den Mausen zusatzliche Kopien des
Gens SIRT1, dem flur diesen Fall wesentlichen murinen Sirtuin, ins Genom

integriert wurden.

Neben der erstmaligen Moglichkeit, den Alterungsprozess auf molekularer Ebene
induzieren zu konnen, zeigt dieses Experiment auch die komplexen
Zusammenhange zwischen Energielevel, Metabolismus, Ursachen von
Krankheiten und Alterung und fuhrt zu der Theorie, dass das Altern selbst
Hauptursache der meisten Erkrankungen ist. MaRgeblich ist auch hier, dass ein
Low-Energy-Level die Sirtuine aktiviert. NAD", ein stark ansteigender Metabolit
im Falle mangelnder Energie, aktiviert die Sirtuine. Diese kdonnen wiederum die
in Abb. 4 gezeigten Mechanismen aktivieren und in einem molekularen Netzwerk
Einfluss auf andere den Low-Energy-Metabolismus induzierende Faktoren —
mafgeblich mTOR — nehmen und so den Prozess verstarken. Aus diesem Grund
ist NAD* eines der am haufigsten konsumierten Nahrungserganzungsmittel der
letzten Jahre.

Grundsatzlich stellt sich also die Frage, ob die Prozesse der Kalorien-Restriktion
nicht mit Hilfe von Wirkstoffen induziert werden konnen. Dies wurde im Grunde
eine Therapie altersbedingter Erkrankungen wie Diabetes Typ Il und die
Vermeidung von Krebs ermdglichen, und zwar bevor die Krankheit Uberhaupt

erst entsteht.

1.3.1 Caloric Restriction Mimetics

Wie in der NHANES-Studie und in den Mausversuchen bereits gezeigt (Levine
et al., 2014) kann die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus mittels
Aminosaure-Restriktion massiven Einfluss auf die Entstehung von Krebs sowie

dessen Progression im Krankheitsfall ausuben. Dem entsprechend wird die
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Relevanz, die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus als krebs-
therapeutische Strategie einzusetzen, offensichtlich. Doch wie kann man dies
nicht nur Uber die Nahrungsaufnahme, sondern im besten Fall in Form eines
einzelnen Medikaments umsetzen? Hier kommen die Caloric Restriction
Mimetics (CRM) oder Kalorienrestriktionsmimetika ins Spiel. Diese Gruppe
bezeichnet Wirkstoffe (Medikamente und auch Nahrungserganzungsmittel), die
den Low-Energy-Metabolismus nachahmen beziehungsweise induzieren, ohne
dass die Gesamtkalorienzufuhr reduziert beziehungsweise die grundsatzliche
Ernahrung in Form einer Diat geandert werden muss. Die Wirkstoffe sollen an
den bereits erlauterten Stellschrauben des Stoffwechsels eingreifen und so zu
den positiven Effekten, wie einem geringeren Tumorwachstum, einer allgemein
verbesserten Gesundheit und einer langeren Lebensdauer, durch den Low-

Energy-Metabolismus fuhren.

Potentielle Wirkstoffe, die als CRM in Frage kommen, sind zum Beispiel das
bereits beschriebene Rapamycin sowie Metformin, Resveratrol oder NAD*
beziehungsweise NAD*-Verstarker (Sinclair and Matthew, 2019). Eine Studie von
Madeo und Kollegen, die 2019 in Cell Metabolism publiziert wurde, konnte
zeigen, dass das Konzept der CRM per se erfolgreich ist. In dieser Studie wurden
neben Rapamycin, Metformin, Resveratrol (und anderen Sirt1-Aktivatoren) auch
Spermidin, Aspirin und (Poly)phenole untersucht. Eine Wirksamkeit einiger
dieser Molekule konnte sowohl in Mausen als auch im Menschen nachgewiesen
werden (Madeo et al., 2019).

Metformin (Dimethylbiguanidhydrochlorid) ist ein bereits seit Uber 40 Jahren
zugelassenes Medikament, welches derzeit weit verbreitet zur Behandlung von
Diabetes-Mellitus-Typ 2 eingesetzt wird. Interessanterweise konnte Metformin
die Lebensdauer in verschiedenen Tiermodellen (unter anderem bei Mausen)
verlangern (Martin-Montalvo et al., 2013, Cabreiro et al., 2013). Eine Meta-
analyse uber Metformin konnte zeigen, dass auch bei Menschen durch dieses
Medikament die Gesamtmortalitat und altersbedingte Krankheiten reduziert
werden konnen (Campbell et al., 2017). Weitere Studien untersuchten den
Einfluss von Metformin auf die Autophagie, die AMPK, die Sirtuine und mTOR.

Im Prinzip fuhrt Metformin zu denselben Mechanismen, die durch den Low-
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Energy-Metabolismus hervorgerufen werden: Die Autophagie wird stimuliert, die
AMPK aktiviert und mTOR inhibiert. Metformin scheint ein groRes Potential als
CRM mit geringen Nebenwirkungen zu haben (Madeo et al., 2019).

In einer anderen Studie wurde ebenfalls in Tierversuchen der Einfluss von dem
bereits erwahnten Molekil NAD* untersucht. Seine Wirkung beruht vor allem auf
der Aktivierung der Sirtuine. So ist es nicht verwunderlich, dass eine Erhohung
des NAD*-Spiegels bei alten und kranken Tieren die Gesundheit fordert und die

Lebensdauer verlangert (Rajman et al., 2018).

Ein  weiteres, erfolgsversprechendes Molekll ist Spermidin. Der
lebensverlangernde  und  gesundheitsfordernde  Effekt  einer oralen
Spermidinaufnahme scheint vor allem auf einer Verstarkung der Autophagie zu
beruhen. Eine Studie von Madeo und Kollegen, welche 2018 in Science publiziert
wurde, beschreibt neben der molekularen Wirkung unter anderem den positiven
Effekt von Spermidin auf kardiovaskulare und maligne Erkrankungen (Madeo et
al., 2018). Eines der Hauptargumente fur Spermidin als potentielles CRM ist,
dass es naturlicherweise in nahezu allen Organismen vorkommt und man daher
davon ausgehen kann, dass es, wenn Uberhaupt, nur geringe Nebenwirkungen
hat. Im Tiermodell an Mausen scheint eine lebenslange Spermidin-

Supplementierung keinen negativen Einfluss zu haben (Eisenberg et al., 2016).

Diese Studien, die zum Teil in hochrangigen Fachzeitschriften publiziert wurden,
konnten aufzeigen, dass der Low-Energy-Metabolismus, beziehungsweise
CRMs (die diesen induzieren), durchaus eine grundsolide Therapieoption
darstellen. CRMs liefern jetzt schon vielversprechende Ergebnisse. In weiteren
Untersuchungen kénnte man Kalorien-Restriktion (zum Beispiel in Form von
intermittierendem Fasten) mit CRMs kombinieren und so mdglicherweise

synergistische und additive Effekte erzielen.

1.4 Ziel der Arbeit

Grundsatzlich sollte der Einfluss der Aminosaure-Restriktion in Form der
Methionin- sowie der Cystein-Restriktion auf die Proliferation von humanen
Plattenepithelzelllinien (FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25) sowie den als

Kontrolle verwendeten humanen Zelllinien HeLa und HaCaT und der murinen
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Fibroblastenzelllinie L929 Uber einen Zeitraum von sieben Tagen untersucht
werden. Da bis dato keine Untersuchungen Uber die Methionin-Restriktion im
Plattenepithelkarzinom vorliegen, sollte in vitro untersucht werden, ob sich diese
Methode grundsatzlich als Therapieform eignet.

Ein weiterer Schwerpunkt war die Etablierung eines murinen Zellsystems,
welches potentiell die zukiunftige einfache und schnelle Analyse von CRMs
ermoglicht. Hierzu wurde die bereits erwahnte murine Zelllinie L929 verwendet.
Mit Hilfe der Massenspektrometrie (LC/MS) sollten diese Zellen Uber einen
Zeitraum von funf Tagen alle 24 h auf ihr metaboles Profil unter Methionin-
Restriktion analysiert werden, um einen metabolen Fingerabdruck zu
identifizieren, der charakteristisch fur die Methionin-Restriktion beziehungsweise
den induzierten Low-Energy-Metabolismus ist. Insgesamt wurden so mehr als
150 Stoffwechselprodukte aus den Bereichen des Aminosaurestoffwechsels
(Aminosauren und ihre Derivate), Metabolite des Citrat- und Harnstoffzyklus, des
Kohlenhydratstoffwechsels, Pyrimidine und Purine sowie wichtige Co-Faktoren
analysiert. Dabei sollten die Zellen sowohl unter proliferierenden wie nicht
proliferierenden Bedingungen analysiert werden, um die beiden Situationen des
Tumors — metastasierend beziehungsweise stagnierend/etabliert — simpel zu
simulieren. Zusatzlich wurde der Einfluss der Methioinin-Restriktion auf die

Gesamtproteinmenge in L929 mittels eines modifizierten Bradfords analysiert.

So gut sich der erfolgsversprechende Ansatz der Methionin-Restriktion im Labor
durchfuhren lasst, so schwierig gestaltet sich die Umsetzung als Therapieoption.
Die Methionin-Zufuhr allein durch die Nahrungsaufnahme zu verhindern, ist kaum
moglich. Im letzten Teil der Arbeit sollte daher der Einfluss von unterschiedlichen
Aminosaure-Analoga untersucht werden, die als potentielle CRMs eingesetzt
werden konnten. Da ein Low-Energy-Metabolismus in der Regel mit einer
Inhibition/Senkung der Proliferation(srate) einhergeht, wurden die verwendeten
Analoga (L-y-Azidohomoalanin Hydrochlorid, Boc-L-Methionin, D-Cystein,
D-Ethionin, D-Lysin, D-Methionin, Fmoc-L-Methionin, N-Formyl-L-Methionin,
L-Ethionin, L-Lysin und Z-DL-B-Homoalanin) in einfachen Proliferationsassays

analysiert und in einem weiteren Assay auf ihre potentielle Toxizitat untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Stellvertretend fur das Plattenepithelkarzinom wurden folgende vier etablierten
humanen HNSCC-Zelllinien verwendet: FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25.
Diese Zelllinien wurden kommerziell aus der Kollektion von ATCC (deutscher
Distributor LGC Standards GmbH (Wesel)) erworben. Um Besonderheiten der
HNSCC-Zelllinien gegenuber anderen humanen Zellen analysieren zu kdnnen,
wurden zusatzlich die humanen Zelllinien HelLa, aus einem Zervixkarzinom, und
HaCaT, eine immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie, als Kontrollzellen verwendet.
Des Weiteren wurde die murine Fibroblastenzelllinie L929 verwendet. Die
Zelllinien HelLa, HaCaT und L929 wurden beim Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) erworben. Die

verwendeten Zelllinien sind zur Ubersicht in der folgenden Tabelle (Tab. 1)

aufgelistet.
Zelllinie Ursprungsgewebe
FaDu Pharynxkarzinom
Detroit562 Pharynxkarzinommetastase
SCC9 Zungenkarzinom
SCC25 Zungenkarzinom
Hela Zervixkarzinom
HaCaT Keratinozyt
L929 Mausfibroblast

Tab. 1. verwendete Zelllinien

2.1.2 Zellkulturmedien und Zusatze

Medium/Zusatz Hersteller
DMEM/F-12, 1:1 Mix

DMEM / F-12 1:1 Mix ohne Cystin, Cystein
und Methionin

DMEM / F-12 1:1 Mix ohne Methionin

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM
(1x)

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt
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Medium/Zusatz

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM
(1x) ohne Glutamin, Methionin und Cystin

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM
(1x) ohne Methionin

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

FBS Fetal Bovine Serum

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

L-Cystein Merck KGaA, Darmstadt

L-Cystin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
L-Glutamine 200mM Biochrom GmbH, Berlin

L-Methionin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Schnelldorf

MEM Alpha Medium (1x)

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

MEM-Alpha Sonderproduktion mit Methionin

Bio & Sell GmbH, Feucht/Nurnberg

MEM-Alpha Sonderproduktion ohne
Methionin

Bio & Sell GmbH, Feucht/Nurnberg

MEM-Alpha Sonderproduktion ohne
Methionin, Cystin und Cystein

Bio & Sell GmbH, Feucht/Nurnberg

Penicillin-Streptomycin (Penicillin 10.000
units/ml; Streptomycin 10.000 pg/ml)

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

RPMI-Medium 1640 (1x)

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

RPMI-Medium 1640 (1x)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

RPMI-Medium 1640 (1x) ohne Methionin

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

RPMI-Medium 1640 (1x) ohne Methionin,
Cystein und Glutamin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

L-y-Azidohomoalanin Hydrochlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Boc-L-Methionin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

D-Cysteine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
D-Ethionine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
D-Lysine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
D-Methionine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Fmoc-L-Methionine

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

N-Formyl-L-methionine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

L-Ethionine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

L-Lysine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Dimethyl Sulfoxide

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Salzsaure 1N

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Methanol (99,8 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Ethanol absolut

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

aqua dest.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Z-DL-B-Homoalanine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Tab. 2. verwendete Zellkulturmedien und Zusatze
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2.1.3 Reagenzien und Chemikalien

Reagenz

Hersteller

BSA (Rinderalbumin)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

CBB (Coomassie Brilliant Blau G-250)

Merck KGaA, Darmstadt

Kristallviolett

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Methanol (99,8 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Salzsaure 2N

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Trypan Blue stain 0,4 %

NanoEnTek, Seoul, Korea

Trypsin (0,5 %)/EDTA (0,2 %)-Solution (10x)

Biochrom GmbH, Berlin

WST1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

Tab. 3. verwendete Reagenzien und Chemikalien

2.1.4 Gerate

Gerat

Hersteller

Absaugpumpe, HLC

DITABIS Digital Biomedical Imaging Systems
AG, Pforzheim

Einkanalpipetten, Eppendorf Research plus

Eppendorf AG, Hamburg

Prazisionswaage, WB 0200024

KERN & SOHN Gmbh, Dirrwangen

Gefrierschrank, 7084 311-00

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss

Inkubator, Heracell™ 150i

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Kuhlschrank, LCv 4010 MediLine

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss

Magnetrihrer, MR 3001

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Mehrkanalpipetten, Eppendorf Research plus

Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskopkamera, Leica EC3

Leica Camera AG, Hamburg

Photometer, Tecan Infinite® F50

Tecan Detutschland GmbH, Crailsheim

Pipettierhelfer, Accujet®pro

BRAND GmbH + CO KG, Wertheim

Pumpe, Vacusafe

INTEGRA Biosciences Deutschland GmbH,
Biebertal

Sterilbank, Safe 2020

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Ultraschall Homogenisator, Branson ™
Ultrasonics

Emerson Technologies GmbH, Dietzenbach

Vortexgerat, Vortex Genie 2

Scientific Industries, Inc., Karlsruhe

Warmebad, GFL 1083

GFL GmbH, Burgwedel

Wasserbad, MB-5

Julabo GmbH, Seelbach

Zellmikroskop, Olympus CK40

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg

Zellmikroskop, EVOS XL

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Zellzhler, EVE M Automated Cell Counter

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

Zentrifuge, 5415R

Eppendorf AG, Hamburg
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Gerat

Hersteller

Zentrifuge, Universal 320R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen

Tab. 4. verwendete Gerate

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller
6-Well-Platten, Nunc™ Zellkultur- Thermo Fisher Scientific Life Technologies
Multischalen GmbH, Darmstadt

96-Well-Platten, Nunc™ MikroWellTM, 96-
Well-Mikrotiterplatten

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

EVE™ Cell Counting Slides

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

Gewebekulturschalen

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Glaspipetten

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster

Petrischalen, NuncTM

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Pipettenspitze, epT.l.P.S

Eppendorf AG, Hamburg

Reagiergefalie, SafeSeal

Sarstedt AG und Co. KG, Nirnbrecht

Spritzenvorsatzfilter

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg

Zellkulturflaschen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zellschaber, Cell Scraper

Thermo Fisher Scientific Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Zentrifugenréhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster

Tab. 5. verwendete Verbrauchsmaterialien

2.1.6 Losungen

Lésung/Puffer Zusammensetzung
CBB-L6sung (2x) 60 mg CBB
100 ml 2N HCL

Kristallviolettldsung

0,5 g Kristallviolett
100 ml Methanol
400 ml dH20

Tab. 6. verwendete Losungen
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zelllinien

Die Zelllinien wurden in dem jeweiligen Medium unter physiologischen
Bedingungen (37 °C, 5 % CO2) im Brutschrank kultiviert. Dem Medium wurde
jeweils 10 % fetales Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin-Streptomycin
zugesetzt. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen mit dem Mikroskop hinsichtlich
Proliferation oder Kontamination kontrolliert und anschlieRend unter sterilen
Bedingungen passagiert. Zur Ubersicht sind in der folgenden Tabelle (Tab. 7) die

gangigen Verhaltnisse, in denen die verwendeten Zelllinien passagiert wurden,

aufgelistet.

Zelllinie Splitverhaltnis
FaDu 1:5
Detroit562 1:3
SCC9 1:2,5
SCC25 1:2
Hela 1:10
HaCaT 1:4

L929 1:10

Tab. 7. Ubersicht der gingigen Splitverhiltnisse der Zelllinien, abhingig von der
individuellen Wachstumsgeschwindigkeit.

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen zuerst mit 10 ml PBS
gewaschen, um Medienrlckstande sowie tote Zellen zu entfernen. Das Ldsen
der adharenten Zellen erfolgte anschlieRend durch die Zugabe von 3 ml einer
Trypsin-/EDTA-L6sung. Die Einwirkzeit betrug je nach Zelllinie zwischen 5 und
30 min im Inkubator. Nach dem Abldsen der Zellen wurde durch die Zugabe des

entsprechenden Mediums das Trypsin inhibiert.

2.2.2 Zellzdhlung

Der automatisierte Zellzahler EVE™ misst mittels Trypanblau-Vitalfarbung die
absolute Anzahl lebender und toter Zellen. Fur die Messung wurden 10 ul des
Gemisches aus 20 pl Farbstoff und 20 pl Zellsuspension in eine der Zahl-
kammern des EVE Counting Slides pipettiert. Trypanblau ist ein anionischer,

saurer Farbstoff, der an Zellproteine bindet. Die intakte Zellmembran lebender
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Zellen kann aufgrund seiner GroRe nicht von dem Farbstoff durchdrungen

werden, diese erscheinen hell, tote Zellen hingegen dunkelblau.

2.2.2.1 Zytotoxizitatsassay (ZytoTox)
Die Farbungen erfolgten nach der Kristallviolett-Methode (Gillies et al., 1986).

Kristallviolett (N-Hexamethyl-Pararosanilin) ist ein basischer Farbstoff, der sich
an die saure DNA der Zellen anlagern kann. Die Zellen wurden zunachst in einer
zuvor festgelegten Zellzahl in einer 96-Well-Mikrotiterplatte in 100 pl Medium
ausgesat und 24 h zur Zelladhasion inkubiert. Am folgenden Tag wurde der
Uberstand entfernt, und die Zellen entsprechend den Angaben mit dem
entsprechend modifizierten Medium (beziehungsweise mit entsprechendem
Wirkstoff) oder als Referenzwert mit frischem Vollmedium stimuliert. Die
Zellquantifizierung fand nach 24 h, 48 h, 72 h, 120 h und/oder 168 h statt. Nach
Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen mit 50 pl/Well Kristallviolettlésung
fur 10 min gefarbt. Anschliefend wurde die Platte dreimal in destilliertem H,O
gewaschen und an der Luft getrocknet. Nach Zugabe von 100 yl Methanol pro
Well wurde die Absorption im Mikroplatten-Reader Tecan Infinite F50 bei einer
Wellenlange von 595 nm photometrisch bestimmt. Die photometrisch erfasste

Intensitat ist direkt proportional zur Zellzahl.

Datenanalyse:

Von den photometrisch bestimmten Extinktionswerten wurde zunachst der
Background (BGeses = 0,16) abgezogen. Die Extinktionsmittelwerte (MW) der
stimulierten Zellen wurden mit der Kontrolle, also den Extinktionsmittelwerten der
Zellen mit Vollmedium, verglichen. Der Referenzmittelwert wurde gleich 100 %
gesetzt, die relative Zellzahl der stimulierten Zellen konnte dann folgendermalfien

berechnet werden:

MW
( (stmu erte Ze e”)E595> x 100 = RZ (relative Zellzahl in Prozent)

I\/I\N(Kontro e)E595
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Die Standardabweichung (STABW) wurde mit Hilfe des Programms Microsoft®
Excel errechnet. Zur Berechnung der relativen Standardabweichung in Prozent

wurde folgende Formel angewendet:

(sTABW(Wert 9
IVIW(Wert X)

> X RZ(WeI‘t X) = STABW(RZ) in Prozent

2.2.2.2 Zytotoxizitatsassay nach Methionin- beziehungsweise kombinierter

Methionin-/Cystein-Restriktion
In Vorversuchen wurden unterschiedliche Zellzahlen/Well (100, 1.000, 2.500,

5.000 und 10.000 Zellen/Well) evaluiert, um ein Konfluent-werden der Zellen zu
verhindern und das Proliferationsverhalten Uber einen moglichst langen Zeitraum
(bis zu 7 Tagen) analysieren zu konnen. Ausgehend von diesen Versuchen
wurden die Zelllinien mit 5.000 (FaDu und HelLa) beziehungsweise 10.000 Zellen
(FaDu, Detroit, SCC9, SCC25, HaCaT und L929) pro Well in Funffachansatzen
in einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat. Am folgenden Tag erfolgte fur die reine
Methionin-Restriktion die Stimulation mit methioninfreiem Medium oder
Vollmedium. Fir die Kombination mit Methionin und/oder Cystein wurden funf
verschiedenen Medien verwendet, was zur Veranschaulichung in Abb. 5

dargestellt ist.

Originales Vollmedium

Methionin+ Cystein+

Methionin- Cystein+

Methionin+ Cystein-

Methionin- Cystein-

Abb. 5. Versuchsaufbau Methionin-/Cystein-Restriktion. Ausschnitt einer 96-Well-
Mikrotiterplatte, wobei (+) fur methioninhaltig/cysteinhaltig und (-) fur methioninfrei/cysteinfrei
steht.

Das Vollmedium sowie das Methionin-/ und Cystein-freie Medium wurde in dieser
Zusammensetzung gekauft, die anderen Medien (Met+/Cys+, Met-/Cys+,

Met+/Cys-) wurden selbst durch Zugabe der entsprechenden Aminosauren
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zusammengesetzt. Tab. 8 gibt die Cystein-, Cystin- und Methionin-Konzentration

der verwendeten Medien an. Statt Cystin wurde ebenfalls Cystein zugegeben.

Originales Met+/Cys+ Met-/Cys+ Met+/Cys- Met-/Cys-
Vollmedium
100 mg/L 131 mg/L 131 mg/L - -
L-Cysteine L-Cysteine L-Cysteine
MEM-Alpha 31 mglL ) ) ) )
FaDu, L-Cystine
Detroit562
15 mg/L 15 mg/L - 15 mg/L -
L-Methionine | L-Methionine L-Methionine
17,56 mg/L 41,56 mg/L 41,56 mg/L - -
L-Cysteine L-Cysteine L-Cysteine
DMEM F-12
Mix 24 mg/L - - - -
SCC9, L-Cystine
SCC25
17,24 mg/L 17,24 mg/L - 17,24 mg/L -
L-Methionine | L-Methionine L-Methionine
65,2 mg/L 65,2 mg/L 65,2 mg/L - -
RPMI L-Cysteine L-Cysteine L-Cysteine
Hela,
L929 15 mg/L 15 mg/L - 15 mg/L -
L-Methionine | L-Methionine L-Methionine
63 mg/L 63 mg/L 63 mg/L - -
L-Cysteine L-Cysteine L-Cysteine
DMEM
HaCaT 30 mg/L 30 mg/L - 30 mg/L -
L-Methionine | L-Methionine L-Methionine

Tab. 8. Angaben iliber Cystein-, Cystin- und Methionin-Konzentration der verwendeten
Medien.

Da das Proliferationsverhalten unter dem Met+/Cys+ Medium mindestens
genauso gut war, wie unter dem originalen Vollmedium, diente dieses als
Referenzwert und wurde auf 100 % normiert. Bei der Zelllinie HeLa war es
aufgrund des sehr schnellen Wachstums nur mdglich, bis zum funften Tag
reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Die Analysen fanden nach 24 h, 48 h,
72 h, 120 h und 168 h mittels der bereits beschriebenen Kristallviolett-Farbung
statt.

2.2.2.3 Zytotoxizitatsassay nach Zugabe von Aminosaure-Analoga

Die Zellen wurden mit 10.000 Zellen/Well in Fliinffachansatzen in einer 96-Well-

Mikrotiterplatte ausgesat. Am Folgetag erfolgte die Stimulation mit dem im
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Medium geldsten Analogon in der entsprechend angegebenen Konzentration.
Als Referenzwert diente das normale Vollmedium, das Methionin-freie Medium
sowie als zusatzliche Kontrolle das Methionin-haltige und Methionin-freie
Medium unter der Zugabe der jeweiligen Ldosungsmittel in der gleichen
Endkonzentration wie in der entsprechenden Losung des Analogons (DMSO,
Ethanol, HCI, aqua dest. oder Methanol) (siehe auch Abb. 6 und Tab. 9).

Abb. 6. Versuchsaufbau Aminosaure-Analoga.Ausschnitt einer 96-Well-Mikrotiterplatte, wobei

+ far Methionin-haltig und - fir Methionin-frei steht (eigene Darstellung).

Analogon geldst in Konzentration | Molare Masse | Konzentration
[g/L] [g/mol] [mM]
L-y- DMSO 60 180,58 = 333
Azidohomoalanin
Hydrochlorid
Boc-L-Methionin Ethanol absolut 60 249,33 = 241
D-Cystein 1N HCI 60 121,16 =~ 496
D-Ethionin 1N HCI 120 163,24 =735
D-Lysin aqua dest. 30 146,19 =205
D-Methionin aqua dest. 30 149,21 =201
Fmoc-L-Methionin DMSO 60 371,45 =162
N-Formyl-L- Methanol 30 177,22 =169
Methionin
L-Ethionin 1N HCI 120 163,24 =735
L-Lysin aqua dest. 30 146,19 =205
Z-DL-B-Homoalanin | DMSO 60 237,25 =~ 253

Tab. 9. Ubersicht in welchen Konzentrationen und welchen Chemikalien die Aminosaure-
Analoga gelést wurden.

33




Material und Methoden

Die Analoga wurden abhangig von der Loslichkeit in unterschiedlichen

Konzentrationen zugegeben (Tab. 10 und Tab. 11). Die Zellquantifizierung fand

nach 72 h anhand der bereits beschriebenen Kristallviolett-Farbung statt.

Volumenprozent der Absolute Menge Absolute x-facher
Analogalésung zum des zugebenen Methioninmenge | Uberschuss zu
Medium Analogons [mg] im Medium [mg] Methionin (RPMI)
1,25 % der 333mM Ldsung

L-y-Azidohomoalanin 37,5 0,740625 ~ 50,6
Hydrochlorid (DMSO)

2,5 % der 241mM Ldsung

Boc-L-Methionin (Ethanol 75 0,73125 ~ 102,6
absolut)

1,25 % der 496mM Ldsung N
D-Cystein (1 N HCL) 37,5 0,740625 ~ 50,6
1,25 % der 735mM Ldsung N
D-Ethionin (1 N HCL) & 0,740625 = 1013
5 % der 205mM Loésung

D-Lysin (aqua dest.) 75 07125 ~105,3
5 % der 162mM Loésung B
D-Methionin (aqua dest.) 75 07125 ~105.3
1,25 % der 162mM Ldsung N
Fmoo-L-Methionin (DMSO) 37,5 0,740625 ~ 50,6
5 % der 169mM Ldsung

N-Formyl-L-Methionin 75 0,7125 ~ 105,3
(Methanol)

1,25 % der 735mM Ldsung N
L-Ethionin (1 N HCL) 75 0,740625 ~101,3
5 % der 205mM Lésung N
L-Lysin (aqua dest.) 5 0.7125 ~105,3
1,25 % der 253mM Ldsung

Z-DL-B-Homoalanin 37,5 0,740625 ~ 50,6
(DMSO)

Tab. 10. Uberschuss der Analoga in Relation zur Methionin-Konzentration im Medium.

x-facher Uberschuss von L-y- x-facher Uberschuss von Fmoc-
Azidohomoalanin Hydrochlorid L-Methionine

raEI;\:IJ-,AE;Z?rZitSEsz ~51,28 ~51.28

:Enal, L929 ~50.8 ~506

32"5:.’:_ ~ 25,6 ~ 25,6

Tab. 11. Uberschuss der Analoga in Relation zur jeweiligen Methionin-Konzentration im

Medium.
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2.2.3 Modifizierter Bradford-Assay nach Grintzalis und Geourgiou

Die Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte mittels einer vereinfachten Version
des Bradford-Assays (Grintzalis et al., 2015, Georgiou et al., 2008).

HierfUr wurden die Zellen zunachst in groRen Petrischalen (Durchmesser ca.
14,5 cm) in 20 ml Vollmedium ausgesat. Fur die Bestimmung der Proteinmenge
24 h beziehungsweise 72 h nach Stimulation mit beziehungsweise ohne
Methionin wurden zum Startzeitpunkt 1 x 108 Zellen und fiir die Bestimmung der
Proteinmenge nach 120 h zum Startzeitpunkt 5 x 10° Zellen pro Schale
verwendet. Nach 24 h, 72 h und 120 h wurden die Zellen mittels Trypsin gelost,
die Zellzahlen per EVE™ viermal pro Probe bestimmt und der Mittelwert gebildet.
Durch Zentrifugieren (5 min bei 1200 rpm) und anschlieRendem Absaugen des
Uberstandes wurden die erhaltenen Pellets bei -20 °C eingefroren.

Vor der Versuchsdurchfiihrung wurde das Pellet in PBS gelost (1 x 106 Zellen/ml
PBS) und mittels Ultraschall (Branson™ Ultrasonics) homogenisiert. Die Proben
wurden 1:10 mit PBS verdunnt in Duplikaten (jeweils 200 pl) auf eine 96-Well-
Platte aufgetragen und anschlieBend wurden jeweils 50 yl CBB-Reagenz
(Verdunnung der 2x CBB-Stammlésung (60 mg CBB und 100 ml 2N HCI) mit
2N HCL) pro Well zugegeben. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau bindet an
Proteine. Um auch die absoluten Proteinmengen der Proben anhand einer
Standardkurve eines Referenzproteins bestimmen zu konnen, tragt man
zusatzlich eine Log2 Verdunnungsreihe mit O bis 40 pg/ml BSA (Rinderalbumin),
ebenfalls gelost in PBS, auf. Die Absorptionsmessung der gebildeten Protein-
CBB-Komplexe erfolgte nach zehnminltiger Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) mit dem Mikroplatten-Reader Tecan Infinite F50 sowohl bei 620 nm als auch
als Referenzwert bei 450 nm. Die Standardkurve, gebildet aus dem Quotienten
der Absorptionsmessungen bei 620 und 450 nm, ist fur Konzentrationen bis

40 pug/ml BSA nahezu linear.
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Datenanalyse:

Zunachst wurden die Daten fur die Standardkurve durch Subtraktion des

Backgrounds (BG) ermittelt.

MWeg20(0ug BSA

)
= Background (BG)
MWe4s0(0pg BSA) ? (

Da die Proben in Duplikaten aufgetragen wurden, konnte man zunachst

Mittelwerte (MW) fur beide Wellenlangen bilden und anhand dieser den

, . MW . _
gemittelten Quotienten ﬁ berechnen. Die Messwerte der stimulierten Zellen
(E450)

wurden mit denen der Kontrolle in prozentuale Relation gesetzt. Die Messwerte

MW . .
(Eo20)ontole \wurden auf 100 % normiert. Die Formel zur Berechnung der

MW E450)Kontrolle

relativen Proteinmenge (%) der stimulierten Zellen lautet:

I\/lvv(E620)(st mu erte Ze en)
I\/lvv(E450)(st mu erte Ze en)

x 100 = RP (relative Proteinmenge in Prozent)
MW(E62O)Kontro e

MW(E450)Kontro e

Die Standardabweichung (STABW) wurde mit Hilfe des Programms Microsoft®
Excel errechnet. Die relative Standardabweichung in Prozent wurde anhand

folgender Formel berechnet:

X RP(Wert X) = STABW(RP) in Prozent

Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchsansatzen

reproduziert.

2.2.4 WST1-Vitalitats-Assay

WST1 (water soluble tetrazolium2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium) ist ein Stoff zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitat. Der WST-1-Assay beruht auf dem Konzept des Tetrazolium-Assays
(Mosmann, 1983). Nur in vitalen Zellen mit intakter Atmungskette kdnnen die
mitochondrialen Dehydrogenasen Tetrazolium-Salze wie WST1 reduzieren und

dunkelrotes Formazan bilden. Die photometrisch erfasste Intensitat korreliert mit
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der metabolischen Aktivitat und somit haufig auch mit der Anzahl lebender Zellen.
Die Zellen wurden in Funffachansatzen in 96-Well-Mikrotiterplatten (10.000
Zellen/Well) ausgesat und uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden sie
mit Methionin-haltigen oder Methionin-freiem Medium stimuliert. Nach der
Stimulation far einen beziehungsweise funf Tage wurde zur Messung das WST1
Reagenz mit dem jeweiligen Medium im Verhaltnis 2:1 gemischt und 20 pl dieser
Losung zu den Zellen hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit zwischen
15 min und 2,5 h — je nach Zelllinie — wurde die optische Dichte (OD) der
WST1-Farbung im Mikroplatten-Reader Tecan Infinite F50 bei 450 nm

gemessen.

Datenanalyse:

Die Daten wurden durch Subtraktion des Backgrounds vom Hintergrundsignal
der Farbung bereinigt. Der Background der WST1-Farbung wurde individuell fur
die jeweilige Messung bestimmt. Die Extinktionsmittelwerte (MW) der stimulierten
Zellen (Met-) wurden mit den Referenzwerten, also den Extinktionsmittelwerten
der Zellen mit dem Vollmedium (Met+) verglichen. Der Referenzmittelwert wurde
gleich 100 % gesetzt, die relative Stoffwechselaktivitat der stimulierten Zellen

konnte dann folgendermal3en berechnet werden:

<W3T1 -MW (et yE450
WST1-MW et+)E450

) x 100 = RS (relative Stoffwechselaktivitat in Prozent)

Die Standardabweichung (STABW) wurde mit Hilfe des Programms Microsoft®
Excel errechnet. Die relative Standardabweichung in Prozent wurde
folgendermalden berechnet:

(STABWWert x E450
IVIVVWert x E450

) X RS = STABW gg) in Prozent

2.2.5 Metabolom-Analyse mittels Massenspektrometrie

Die hochauflésende Massenspektrometrie (auch Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie (LC/MS)) diente der Untersuchung des Metaboloms der
murinen Zelllinie L929 nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach Inkubation mit

Vollmedium oder Methionin-freiem Medium. Die Massenspektrometrie
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ermoglichte die Analyse von mehr als 150 Metaboliten in einem Messdurchlauf,
welche zur besseren Ubersicht in Tab. 12 dargestellt sind. Analysiert wurden
Metabolite der grundlegenden Stoffwechselwege, wie des Kohlenhydrat-
stoffwechsels, des Citratzyklus und des Harnstoffzyklus, aber unter anderem
auch ATP, ADP und NADH.

Aminoséauren Aminosaurederivate Harnstoffzyklus

Alanine Acetylglycine Carbamoylphosphate

Arginine Choline Citrulline

Asparagine Betaine ArgSucc

Aspartate Aminobutyrate Ornithine

Cysteine GABA N-Acetylornithine

Glutamate Hydroxybutyrate

Glutamine Hydroxyproline

Glycine Phenylpyruvate Citratzyklus

Histidine Creatine Citrate

Isoleucine Creatinine Aconitate

Leucine Carnitine a-Ketoglutarate

Lysine Spermidine Succinate

Methionine CoA Fumarate

Phenylalanine 3-Methyl-2-oxobutanoate Malate

Proline 3-Methyl-2-oxopentanoate

Serine 4-Methyl-2-oxopentanoate

Threonine 5-Hydroxytryptophane Kohlenhydratstoffwechsel

Tryptophan 3-Hydroxykynurenine Hexosephosphate

Tyrosine Kynurenine Fructose-1,6-bisphosphate

Valine N-Formylkynurenine Dihydroxyacetone phosphate
Quinolinic Acid 3-Phosphoglycerate
Serotonine (5-HT) Phosphoenolpyruvate

Lipide Homocysteine Pyruvate

Acetoacetate Homoserine Lactate

Mevalonate S-Adenosylhomocysteine 6-Phosphogluconate

Mevalonate-5-phosphate S-Adenosylmethionine Gluconate

Geranylgeranyl-PP Cystathionine Pentose-5-phosphate

Malonate Cysteamine Erythrose-4-phosphate
Cystine Deoxyribose-phosphate
GSH Glucosamine
GSSG Glucosamine-phosphate
Taurine Glycerol-3-phosphate

N-Acetylneuraminic acid
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Pyrimidine Purine Co-Faktoren
Carbamoylaspartate Inosin Riboflavine
Dihydroorotate dlnosin FMN

Orotate IMP FMNH2
Uracil Adenin FAD

Uridin Adenosin FADH2

UMP AMP Nicotinamide
UDP ADP Nicotinate
UTP ATP NAD+
dUridine cAMP NADH

dUMP dAMP NADP+
dUuDP dADP NADPH
dUTP dATP Dihydrofolate
UDP-Glc Guanin Tetrahydrofolate
UDP-Glucuronate Guanosin 5-Methyl-THF
Cytosin GMP Tetrahydrobiopterin
Cytidin GDP Thiamine (+)
CMP GTP Thiamine phosphate (+)
CDP Hypoxanthin Pantothenate
CTP Xanthin Pyridoxine
dCytidine Xanthosin

dCMP Xanthurenic Acid

dCDP XMP

dCTP

Thymin

Thymidine

TMP

TDP

TTP

dThymidine

dTMP

dTDP

dTTP

Tab. 12. Ubersicht aller in der Massenspektrometrie gemessene Metabolite.
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Zunachst wurden die Zellen hierfir in 20 ml Kulturmedium in Maxi-Petrischalen
(Durchmesser ca. 14,5 cm) ausgesat. Tab. 13 und Tab. 14 zeigen die jeweils

verwendeten Zellzahlen der zwei Versuchsserien.

L929 Zellzahl

Tag 1 1 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 2 1 x 10 Zellen/20 ml Medium
Tag 3 1 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 4 5 x 10° Zellen/20 ml Medium
Tag 5 5 x 10° Zellen/20 ml Medium

Tab. 13. Massenspektrometrische Untersuchung — Serie 1 (proliferative Bedingungen).

L929 Zellzahl

Tag 1 3 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 2 3 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 3 3 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 4 3 x 108 Zellen/20 ml Medium
Tag 5 3 x 108 Zellen/20 ml Medium

Tab. 14. Massenspektrometrische Untersuchung — Serie 2 (konfluente Bedingungen).

Fur jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz mit und ohne Methionin jeweils in
Tripletts. Nach 24 h Inkubation zur Zelladhasion erfolgte nach Absaugen des
Uberstandes durch Zugabe von 20 ml/Schale Vollmedium oder 20 ml/Schale
Methionin-freiem Medium die Stimulation. Zur Analyse der Metaboliten im
Uberstand wurde vor Ende des jeweiligen Versuchstage je 1 ml des Medien-
Uberstandes abgenommen, bevor der restliche Uberstand abgesaugt wurde.
AnschlieRend wurde der adharente Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen und
durch die Zugabe von 3 ml der Trypsin-/EDTA-L6sung gelost. Im Anschluss
wurden 7 ml des jeweiligen Mediums hinzugegeben und die absoluten Zellzahlen
der Zellsuspensionen mit dem automatisierten Zellzahler EVE™ erfasst. Um
moglichst genaue Ergebnisse zu erhalten und Messfehler zu minimieren wurde
jede Probe viermal gezahlt und der Mittelwert aus den Messergebnissen gebildet.
Durch Zentrifugieren (5 min bei 1200 rpom und 21 °C) und Absaugen des
Uberstandes wurden Zellpellets, die 1 x 108 Zellen enthalten, hergestellt. Es
wurden zunachst sowohl die Zellextrakte (intrazellular, jeweils 1 x 108 Zellen) als

auch die zugehoérigen Medienuberstande (extrazellular, jeweils 1 ml) bei -20 °C
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eingefroren, bevor die massenspektrometrische Analyse und Auswertung der
Primardaten, wie im Folgenden kurz beschrieben, von Herrn Dr. Werner Schmitz

durchgefuhrt wurden.

Analyse von wasserloslichen Metaboliten in Zellextrakten und Kulturmedien:

Zellen: Nach der Zugabe von 0,5 ml MeOH/CH3CN/H20 (50/30/20, v/viv) mit
10 uM Lamivudin wurden die Zellpellets durch Ultraschallbehandlung (10*1 s.
250 W Ausgangsenergie) homogenisiert.

Medium: 100 pl Kulturmedium wurden mit 0,4 ml MeOH/CH3CN (50/30, v/v) mit
10 yuM Lamivudin kombiniert.

Allgemeines Verfahren: Die resultierende Suspension wurde zentrifugiert (20
kRCF fir 2 min in einer Eppendorf-Zentrifuge 5424) und der Uberstand wurde
auf eine C18-SPE-Saule aufgetragen, die mit 0,5 ml CH3CN aktiviert und mit
0,5 ml MeOH/CH3CN/H20 (50/30/20, v/v/v) aquilibriert wurde. Das SPE-Eluat
wurde in einem Vakuumkonzentrator verdampft. Das resultierende Pellet wurde
in 50 yl (Zellextrakte) oder 500 pl (Medienextrakte) von 5 mM NH4OAc in
CH3CNY/(25/75, viv) gelost.

LC-Parameter: Die mobile Phase A bestand aus 5 mM NH40OAc in CH3CN/H20
(5/95, viv) und die mobile Phase B bestand aus 5 mM NH4OAc in CH3CN/H20
(95/5, viv).

Nach Aufbringen von 3 pl der Probe auf die ZIC-HILIC-Saule (bei 30 °C) lief das
LC-Gradientenprogramm wie folgt ab: 100 % Lésungsmittel B fur 2 min, lineare
Abnahme auf 40 % Ldsungsmittel B Uber 16 min, Beibehaltung bei 40 %
Losungsmittel B fur 9 min und Zunahme auf 100 % Losungsmittel B Gber 1 min.
Die Saule wurde zur Saulenaquilibrierung vor jeder Injektion 5 min lang bei
100 % Losungsmittel B gehalten. Die Flussrate wurde bei 200 pl/min gehalten.
Das Eluat wurde von 1,85 min bis 20,0 min nach der Probeninjektion zur ESI-
Quelle der QE-MS geleitet.

Die MS-Parameter waren die folgenden: Scan-Typ, volle MS im positiven und
negativen Modus (abwechselnd); Scan-Bereich, 69 - 1000 m/z; Auflésung,
70.000; AGC-Target, 3E6; maximale Injektionszeit, 200 ms; Hullgas, 30; Hilfsgas,
10; Sweep-Gas, 3; Spray-Spannung, 3. 6 kV (positiver Modus) oder 2,5 kV
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(negativer Modus); Kapillartemperatur, 320 °C; S-Linsen-HF-Pegel, 55,0; und
Temperatur der Hilfsgasheizung, 120 °C.

Anmerkung und Datenauswertung: Die den berechneten monoisotopischen
Massen entsprechenden Peaks (MIM +/- H+ + 2 mMU) wurden mit Hilfe der
TraceFinder-Software (Thermo Scientific, Bremen, Deutschland) integriert.
Materialien: Ultrareines Wasser wurde aus einem Millipore-Wasser-
reinigungssystem (Milli-Q Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) gewonnen.
HPLC-MS-Losungsmittel, LC-MS NH4OAc und Lamivudin wurden von Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen. RP18-SPE-Saulen: 50 mg Strata C18-E (55
um)in 1-mL-Réhrchen (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Sonifizierer:
Branson Ultrasonics 250 ausgestattet mit einer 13 mm-Disintegrator-Sonotrode

(Thermo Scientific, Bremen, Deutschland).

LC/MS-System: Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 UHPLC-System,
ausgestattet mit einem Q Exactive Massenspektrometer (QE-MS), das eine
HESI-Sonde beinhaltet (Thermo Scientific, Bremen, Deutschland). Partikelfilter:
Speerfilter mit einer ID von 2,1 mm (Thermo Scientific, Bremen, Deutschland).
UPLC-Vorsaule: SeQuant ZIC-HILIC-Saule (5-uym Partikel, 20 x 2 mm) (Merck,
Darmstadt, Deutschland). UPLC-Saule: SeQuant ZIC-HILIC-Saule (3,5-um
Partikel, 100 x 2,1 mm) (Merck, Darmstadt, Deutschland).

Rohdatenanalyse und Zahlenwertbildung (in Kurzform):

Die massenspektrometrischen Analysen wurden sowohl unter proliferativen als
auch konfluenten Bedingungen, im Folgenden auch als Serie 1 und 2 bezeichnet,
in vier voneinander unabhangigen Experimenten jeweils zu 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
und 120 h durchgefuhrt, jeder Wert in dreifacher Ausfertigung. Die Metabolite
wurden in Zellpellets und entsprechenden Uberstanden (Medien) unter
Methionin-haltigen und Methionin-freien Bedingungen quantifiziert (insgesamt 12
Proben pro Zeitpunkt). Die resultierenden Peakflachen wurden gegen Lamivudin
als externen Standard normalisiert. Daraus wurde fur jedes Triplikat der
Mittelwert einschliel3lich der Standardabweichung berechnet. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Werte in Prozent umgerechnet. Bei den Werten der

Medien wurde die Kontrollmessung des verwendeten Mediums als 100 %
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definiert. Fur die Zellpellets wurde der hochste gemessene Wert in jeder Test-
reihe innerhalb eines Experiments als 100 % definiert. Aus diesen Werten
wurden dann die durchschnittlichen Mittelwerte aus den vier Experimenten in den
einzelnen Tabellen zusammengefasst. Zur besseren Ubersicht wurden die
Ergebnisse auf naturliche Zahlen gerundet und als Heatmap dargestellt. Der
entsprechende Farbbereich ist unter jeder Tabelle einzeln angegeben. Alle Werte
und die fur die einzelnen Tabellen verwendeten Datensatze sind im Anhang

(Kapitel 7) beigefugt.

2.2.6 Statistik

Jeder Versuch wurde in mindestens drei voneinander unabhangigen
Experimenten pro Medium und Zelllinie reproduziert. Die Daten wurden zunachst
in Microsoft® Excel (fur Mac, Version 16.33) gesammelt und aufbereitet. Die

abgebildeten Grafiken wurden dann mit GraphPad Prism (fur Windows, Version
8.3.0) erstellt

43



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Proliferationsverhalten ausgesuchter Zelllinien unter
Aminosaure-Restriktion

Aminosauren haben eine essentielle Bedeutung fur den Korper. Sie sind mitihren
Metaboliten Bestandteil aller bedeutenden Stoffwechselwege und Grund-
bausteine von Strukturproteinen und Enzymen. Eine Reduktion der verfugbaren
Aminosauren zeigt daher sofort drastische Wirkungen und die Zelle schaltet auf
den Low-Energy-Metabolismus um. Auf Grund des geringen Energieniveaus
werden in diesem Zustand Prozesse wie Proliferation und Wachstum reduziert

beziehungsweise inhibiert.

Selbst die Restriktion einer einzelnen Aminosaure ist ausreichend, um diesen
Zustand zu erreichen — die Restriktion der Aminosaure Methionin hat sich hierbei
in der Forschung etabliert. Diese Aminosaure zeichnet sich durch eine zentrale
und gegenuber den anderen Aminosauren Uberragende Stellung aus. Sie ist in
der Biosynthese die energieaufwandigste Aminosaure und aus diesem Grund
vermutlich auch in fast allen Lebewesen die Start-Aminosaure bei der
Proteinsynthese. Eine entsprechend hohe Methionin-Konzentration signalisiert,
dass ausreichend Energie verfugbar ist und ermoglicht somit die energie-
aufwandige Proteinsynthese (Cao et al., 2019). Aulierdem ist Methionin durch
die Sulfhydrylgruppe wesentlich an schwefel-basierten Stoffwechselvorgangen
beteiligt. So kann aus Methionin und ATP S-Adenosyl-Methionin (SAM)
entstehen, dieses kann uber weitere Schritte zu der zweiten schwefelhaltigen

Aminosaure Cystein umgewandelt werden (siehe auch Abb. 8).
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3.1.1 Proliferationsverhalten unter Methionin-Restriktion Uuber einen
Zeitraum von sieben Tagen
In ersten Versuchen sollte die Aminosaure-Restriktion in Form der Methionin-
sowie der Cystein-Restriktion einzeln und in Kombination auf die Proliferation von
HNSCC-Zelllinien (FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25) und auf die humanen
Kontrollzelllinien HeLa und HaCaT Uber einen Zeitraum von sieben Tagen
untersucht werden. Da bis dato keine Untersuchungen uber die Methionin-
Restriktion im Plattenepithelkarzinom vorliegen, sollte in vitro untersucht werden,
ob sich diese Methode grundsatzlich zur Inhibition der Proliferation und somit
zukUnftig als Therapieform gegen Krebs eignet.
Bei allen Zelllinien war ein antiproliferativer Effekt durch die Methionin-Restriktion
zu erkennen (Abb. 7). Bei der Zelllinie HaCaT fuhrte die Restriktion bereits nach
24 h zu einer signifikanten Inhibition des Wachstums (Abb. 7A). Bei den Zelllinien
HeLa und HaCaT nahm die relative Zellzahl dber den gesamten
Untersuchungszeitraum kontinuierlich ab, mit einem prozentualen Minimum fur
HaCaT am siebten Tag mit 16,9 % + 2,5 % (Abb. 7A) und fiur HelLa 31,7 % +
3,5 % am funften Tag (Abb. 7B).
Auch die Tumorzelllinien sprachen eindeutig auf die Methionin-Restriktion an,
allerdings erreichten diese ab dem dritten Tag eine Plateauphase. Die
niedrigsten erreichten prozentualen Werte der vier HNSCC-Linien sind fur FaDu
62,0 % + 18,5 % am funften Tag (Abb. 7C), fur Detroit562 58,9 % + 9,8 %
ebenfalls am funften Tag (Abb. 7D), fur SCC9 49,7 % + 9,8 % am siebten Tag
(Abb. 7E) sowie fur SCC25 72,0 % + 8,6 % auch am siebten Tag (Abb. 7F).
Bei der Zelllinie SCC9 konnte erst ab dem dritten Tag eine signifikante Inhibition
der Proliferation beobachtet werden (Abb.7E). Ob die unterschiedlichen
Zeitraume zum Beispiel auf eine Methionin-Abhangigkeit der Zelllinien

zurUckzufuhren sind, bleibt Bestandteil weiterer Untersuchungen.
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Abb. 7. A-F Proliferationsverhalten der Zelllinien HaCaT, HeLa, FaDu, Detroit562, SCC9 und
SCC25 nach Methionin-Restriktion. Die Proliferation der genannten Zelllinien wurde Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen analysiert. Die Zellen wurden in FUnffachansatzen in einer 96-Well-
Platte ausgesét (siehe Material und Methoden). Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit
Volimedium oder Methionin-freiem Medium inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer
Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader.
Die Ergebnisse wurden in mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert.
Die gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.
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3.1.2 Proliferationsverhalten unter Methionin-/Cystein-Restriktion uber
einen Zeitraum von sieben Tagen

In dem vorher beschriebenen Versuch konnte aufgezeigt werden, dass die
Methionin-Restriktion in den analysierten Zelllinien ein geeignetes Mittel ist, die
Proliferation signifikant zu inhibieren. Der Ansatz der Methionin-Restriktion lasst
sich im Labor gut durchfihren, allerdings gestaltet sich die Umsetzung als
Therapieoption deutlich schwieriger, da man die Methionin-Zufuhr durch eine
alleinige Diat mit der Nahrung kaum verhindern kann. Die Aminosaure Cystein
wird aus Serin unter der Verwendung von Methionin synthetisiert (Abb. 8).

Methionin-/Cystein-Stoffwechsel

Methyl-Donor

Cystein-Synthese-
Inhibitoren

Cystathionin-B-Synthase @

Cystathionin-y-Lyase

Abb. 8. Ubersicht des Methionin-/Cystein-Stoffwechsels. Der Stoffwechsel der beiden
schwefelhaltigen Aminosauren Methionin und Cystein steht im engen Zusammenhang. So liefert
Methionin das S-Atom der Sulfhydrylgruppe fur die Synthese des Cysteins aus Serin. Auch in
anderen Stoffwechselprozessen nimmt Methionin eine zentrale Rolle ein. SAM (S-Adenosyl-
Methionin) ist hierbei ein Schllisselprodukt. Es entsteht durch die Reaktion von Methionin mit ATP
und fungiert als Methylgruppendonor. SAM kann Uber S-Adenoysl-Homocystein (SAH) zu
Homocystein (Hcy) und Adenosin (A) hydrolysiert werden. Homocystein kann entweder zu
Methionin remethyliert werden oder tber zwei Syntheseenzyme zu der Aminosaure Cystein
umgebaut werden. Diese Syntheseenzyme konnten potentielle Angriffspunkte sein, um durch
Cystein-Synthese-Inhibitoren evtl. einen Low-Energy-Metabolismus zu induzieren.

Da es in Studien bereits Erfolge bei der Inhibition der beiden fur die Cystein-
Synthese notwendigen Enzyme, Cystathionin-B-Synthase und Cystathionin-y-
Lyase, gibt, ware eine Inhibition dieser beiden Enzyme mdglicherweise eine
andere und einfachere Option einen Low-Energy-Metabolismus zu induzieren,

die zudem auch leichter als Therapie umzusetzen ware (Hellmich et al., 2015).
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Aus diesem Grund wurde in weiteren Untersuchungen das Proliferations-
verhalten der Zelllinien ebenfalls Uber sieben Tage unter Cystein-Restriktion
analysiert. Um herauszufinden, ob sich der durch Methionin-Restriktion erreichte
antiproliferative Effekt durch die Restriktion zweier Aminosauren verstarkt, wurde

zusatzlich die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion untersucht.
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Abb. 9. A-F Proliferationsverhalten der Zelllinien HaCaT, HelLa, FaDu, Detroit562, SCC9 und
SCC25 nach Methionin-/Cystein-Restriktion. Die Proliferation der genannten Zelllinien wurde
Uber einen Zeitraum von sieben Tagen analysiert. Die Zellen wurden in Finffachansatzen in einer
96-Well-Platte ausgesat (siehe Material und Methoden). Am Folgetag wurden die Zellen entweder
mit Methionin- und/oder Cystein-freiem Medium (Met+/Cys-, Met-/Cys+, Met-/Cys-) oder analog
mit Vollmedium (Met+/Cys+) inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-
Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die
Ergebnisse wurden in mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Die
gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.
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Der Untersuchungszeitraum der Methionin- oder der Cystein- beziehungsweise
der kombinierten Methionin-Cystein-Restriktion betrug sieben Tage. Der
besseren Ubersichtlichkeit wegen sind die Ergebnisse in der vorherigen
Abbildung (Abb. 9) allerdings graphisch nur fir Tag eins, drei und funf dargestellt.
Bei allen Zelllinien fihrte sowohl die alleinige Methionin-Restriktion (Met-/Cys+),
die alleinige Cystein-Restriktion (Met+/Cys-) als auch die kombinierte Methionin-
Cystein-Restriktion zu einer Inhibition der Zellproliferation (Abb. 9). Abgesehen
von den Zellinien SCC9 (Abb.9E) und FaDu (Abb.9C) war der
wachstumsinhibierende Effekt durch die alleinige Cystein-Restriktion im Trend
nicht ganz so effektiv wie durch die alleinige Methionin-Restriktion. Die
kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion fuhrte im Vergleich zu der Restriktion
einer einzelnen Aminosaure zu einer marginal verstarkten Inhibition der
Proliferation.

Eine Ausnahme bildete Detroit562, bei dieser Zelllinie wurde das Wachstum
durch die alleinige Methionin-Restriktion am effektivsten inhibiert. Der durch die
Methionin-Restriktion erreichte Wert lag fur diese Zelllinie am funften Tag bei
36,6 % (und am nicht dargestellten siebten Tag bei 14,2 %). Durch die
kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion wurde am funften Tag eine relative
Zellzahlreduktion von 50,1 % (am nicht dargestellten siebten Tag 33,8 %)
gemessen (Abb. 9D). Zusétzlich sind zur besseren Ubersicht die am fiinften Tag
erreichten, prozentualen Werte aller analysierten Zellen in folgender Tabelle
(Tab. 15) dargestellt.

Met+/Cys- Met-/Cys+ Met-/Cys-
HaCaT 66,1 % + 3,2 % 271 % +1,7% 231%+1,7%
HelLa 73,6 % +4,8% 33,1%+2,0% 276 % +1,7 %
FaDu 59,6 % +7,6 % 79,3% +3,2% 476 % £7,5%
Detroit562 89,5% + 8,7 % 36,6 % +2,7 % 50,1 % +1,9 %
SCC9 227 % +1,7% 51,9% +4,0 % 171 % +1,3%
SCC25 78,3% +4,8 % 69,4 % +6,2 % 60,1 % +4,9 %

Tab. 15. Ubersicht der relativen Zellzahlen durch Cystein- /Methionin- und kombinierte

Methionin-Cystein-Restriktion nach funftagiger Stimulation.
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3.1.3 Analyse der Zellvitalitat unter Methionin-Restriktion

Die Aminosaure-Restriktion mit Methionin fihrte bei allen analysierten Zellen zu
einer signifikant verringerten Zellzahl. Die Zellquantifizierung erfolgte bei den in
den vorherigen Kapiteln beschriebenen Versuchen anhand von Kristallviolett-
Lebendfarbungen. Kristallviolett ist ein basischer Farbstoff, der sich an die saure
DNA der Zellen anlagert. Bei adharent wachsenden Zellen wirden sich tote
Zellen in der Regel vom Boden der 96-Well-Platten ablosen, man kann daher
davon ausgehen, dass nur vitale Zellen angefarbt und photometrisch
ausgewertet werden. Allerdings kann man mit dieser Methode nicht
unterscheiden, ob die verringerte Zellzahl durch eine Inhibition der Proliferation
oder eine Form des Zelltodes (Apoptose, Nekroptose, Nekrose usw.) verursacht
wird. Aus diesem Grund wurden zur Analyse der Zellvitalitat weitere Studien
durchgefuhrt.

Zunachst wurde Uber einen Zeitraum von funf Tagen die Morphologie der Zellen
unter Methionin-Restriktion beobachtet. Durch die 40x Vergroflerung des
Mikroskops sollten auffallige morphologische Veranderungen erkennbar sein.
Falls es durch die Methionin-Restriktion zu einem deutlich vermehrten Zelltod
kommt, kann man dies in der Regel visuell erkennen. In einem weiteren Versuch
wurde die potentielle Toxizitat der Methionin-Restriktion mittels ZytoTox-Assays
unter konfluenten Bedingungen getestet. Wenn man davon ausgeht, dass eine
Methionin-Restriktion per se keine zytotoxische Wirkung hat, sollte der Vergleich
von unter Methionin-freiem und unter Vollmedium Kkultivierten Zellen bei
konfluenten Bedingungen nicht zu wesentlichen Unterschieden der Zellzahlen
fuhren. Um die metabolische Aktivitat der Zellen unter Methionin-Restriktion zu
untersuchen, wurde in einem weiteren experimentellen Ansatz der WST1-
Vitalitats-Assay durchgefuhrt. Nur vitale Zellen mit intakter Atmungskette konnen
Tetrazolium-Salze wie WST1 durch mitochondriale Dehydrogenasen reduzieren.
Sie bilden dabei dunkelrotes Formazan. Nach Zugabe von WST1 zum
Kulturmedium kann die Intensitat photometrisch bestimmt werden. Diese

korreliert mit der metabolischen Aktivitat und somit der Vitalitat der Zelle.
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3.1.3.1 Mikroskopische Analyse der Zellen nach Methionin-Restriktion uber

einen Zeitraum von funf Tagen
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Abb. 10. Mikroskopische Analyse der Zellen unter Methionin-Restriktion (40x
VergroBerung). Die linke Spalte zeigt den noch nicht konfluenten Zellrasen zwei Tage nach dem
Passagieren der unbehandelten Zellen (Zellen im jeweiligen Vollmedium in Zellkulturflaschen).
Fur die Darstellung der Zellen unter Methionin-Restriktion wurden in 6-Well-Platten 10.000
Zellen/Well in 2 ml Vollimedium ausgesat und nach 24 h Inkubation mit Methionin-freiem bzw.
Vollmedium stimuliert. In der mittleren Spalte sind die Zellen drei Tage (d3) und in der rechten
Spalte fiinf Tage (d5) nach Stimulation mit Methionin-freiem Medium/Vollmedium abgebildet. Die
jeweiligen abgebildeten Zellen sind nicht reprasentativ fiir die absoluten Zellzahlen.
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Abb. 10 zeigt ausgewahlte Fotos der mikroskopischen Analysen der
untersuchten Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, HelLa, HaCaT und
L929. Links ist jeweils der nicht konfluente Zellrasen zwei Tage nach dem
Passagieren in Zellkulturflaschen im jeweiligen Vollmedium abgebildet. Diese
Abbildung der unbehandelten Zellen dient als Referenz. In der mittleren Spalte
sind Fotos der Zellen drei Tage und in der rechten Spalte funf Tage nach
Stimulation mit Methionin-freiem beziehungsweise Vollmedium abgebildet. Bei
der mikroskopischen Analyse der verwendeten Zelllinien lieRen sich keine
relevanten morphologischen Veranderungen der Zellen unter Methionin-
Restriktion erkennen, die auf einen schlechten physiologischen Zustand oder gar
eine Form des Zelltodes hindeuten. Die Zellen haben einen grundsatzlich

normalen und vitalen Eindruck gemacht.

3.1.3.2 ZytoTox unter konfluenten Bedingungen

Da die mikroskopische Analyse rein optisch ist, aber keine quantitative Aussage
uber die Zellzahl zulasst, wurde in einem weiteren Versuch analysiert, ob die
Methionin-Restriktion die Zellproliferation inhibiert oder, ob der Zelltod in

irgendeiner Form wesentlichen Einfluss auf die Zellzahl hat.

Dazu wurden 96-Well-Platten mit 10.000 bis 100.000 Zellen/Well in Sechs-
fachansatzen ausgesat. In einem Vorversuch fand nach 24 h eine Quanti-
fizierung der Zellen mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung statt, um die
ungefahre Zellzahl zu bestimmen, bei der ein Well konfluent gewachsen ist
(Abb. 11A-G, jeweils linke Grafik, absolute Extinktionswerte proportional zur
absoluten Zellzahl). Im zweiten Teil des Versuches wurden ebenfalls 10.000-
100.000 Zellen/Well entweder mit Methionin-freiem oder Vollmedium in
Triplikaten inkubiert. Die Auswertung und Analyse erfolgten, wie bereits
beschrieben, an Tag eins, drei und finf. Zur besseren Ubersicht sind in Abb. 11

(A-G, jeweils rechte Grafik) nur die Ergebnisse fur Tag drei dargestellt.

52



Ergebnisse

>
o)

FaDu FaDu Detroit562 Detroit562

Relative Zellzah! [E(595)]
- ~ ©
4
1
"
Relative Zellzahl [E(595))
- ~ “
Relative Zellzahl [E(595))
- ~ ©
Relative Zellzahl [E(595)]
- ~ ©

0 0 0 o
10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 10 20 30 40 S0 €0 70 80 90 100 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
X 1000 Zellen/Well x 1000 Zellen/Well X 1000 Zellen/Well X 1000 Zellen/Well

o
O

Klelel] Scc9 SCC25 SCC25

Relative Zellzahl [E(595))
- ~ w
H
Relative Zellzahl [E(595))
- ~ “
Relative Zellzahl [E(595)]
- N w
Relative Zellzahl [E(595)]
= n

0 0 0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 €0 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
X 1000 Zellen/Well x 1000 Zellen/Well x 1000 Zellen/Well x 1000 Zellen/Well

m
“

HaCaT HaCaT L929 L929

Relative Zellzah! [E(595)]
- ~ w
o
Relative Zellzahl [E(595))
o - ~N w
Relative Zellzahl [E(595))
- N w
Relative Zellzahl [E(595)]
- N w

0 0 0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
X 1000 Zellen/Well x 1000 Zellen/Well X 1000 Zellen/Well X 1000 Zellen/Well

®

HelLa

- Met+
& Met-

Relative Zellzahl [E(595)]
- ~ w
4
é_q
Relative Zellzah! [E(595))
- ~N “
z
9

0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
x 1000 Zellen/'Well x 1000 Zellen/Well

Abb. 11. A-G ZytoTox unter Methionin-Restriktion und konfluenten Bedingungen der
Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25, HaCaT, L929 und HelLa. Es wurden fiir jede
Zelllinie vier 96-Well-Platten mit jeweils 10.000 bis 100.000 Zellen/Well ausgesat. Nach 24 h fand
eine Quantifizierung der Zellen mittels Kristallviolett-Farbung statt (jeweils linke Abbildung). Die
Zellen wurden danach in Triplikaten entweder mit Methionin-freiem oder Vollmedium inkubiert.
Die Auswertung erfolgte nach 24 h, 72 h und 120 h mittels der Kristallviolett-Lebendfarbung und
im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in drei
voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der drei
Versuche fiir den 72 h Wert sind in den Abbildungen zusammengefasst.
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Nach 24 h war bei allen Zelllinien im Mittel spatestens ab 70.000 Zellen/Well eine
Sattigung der Extinktionswerte/Zellzahl zu erkennen (Abb. 11, linke Grafik).
Ausnahme war die Zelllinie HeLa. Hier war eine Quantifizierung bis maximal
90.000 Zellen/Well moglich. Das Waschen der Platten nach der Kristallviolett-
Farbung flhrte bei 100.000 Zellen/Well aufgrund des sehr schnellen Wachstums
bereits nach 24 h zu einem Ablosen/Abplatzen der Proben. Zu den spateren
Zeitpunkten waren auch Konzentrationen unter 90.000 Zellen/Well von diesem
Phanomen betroffen (Abb. 11G (links)).

In den rechten Abbildungen erkennt man, dass solange der Zellrasen nicht
konfluent ist, die Zellen unter Vollmedium starker proliferieren, beziehungsweise
unter Methionin-Restriktion die Proliferation inhibiert ist. Orientiert man sich
jeweils an den Werten (Zellzahl/Well) in den linken Abbildungen, bei denen die
Konfluenz nahezu erreicht ist und vergleicht ab diesem Wert die Ergebnisse in
den rechten Abbildungen, erkennt man, dass die relative Zellzahl unter beiden
Bedingungen nahezu identisch ist. Unter Methionin-freien Bedingungen kann die
Zellzahl bis zu 10 % geringer sein, was entweder auf eine verlangsamte
Proliferation zuruckzufuhren ist, da die Zellen auch unter fast konfluenten
Bedingungen immer noch etwas proliferieren kdnnen, oder im schlechtesten Fall

auf einen Zelltod mit einem maximalen Wert von 10 %.

3.1.3.3 WST1-Vitalitats-Assays unter Methionin-Restriktion

Zusatzlich wurde die metabolische Aktivitat der Zelllinien FaDu, Detroit562,
SCC9, SCC25, HelLa, HaCaT und L929 anhand von WST1-Vitalitats-Assays
unter Methionin-Restriktion nach einem und funf Tagen analysiert, was in der
folgenden Abbildung dargestellt ist (Abb. 12).

54



Ergebnisse

Abb. 12. A-G WST1-Assay nach Methionin-Restriktion der Zelllinie FaDu, Detroit562, SCC9,
SCC25, HeLa, HaCaT und L929. Es wurden jeweils 10.000 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte
ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium
inkubiert. Nach einem bzw. finf Tagen wurde durch Zugabe von WST1 die relative
Stoffwechselaktivitdt gemessen. Die Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen
Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den Abbildungen
zusammengefasst.
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An beiden Messzeitpunkten war bei allen untersuchten Zelllinien, mit und ohne
Restriktion, eine eindeutige Vitalitat festzustellen. Die photometrische
Intensitatsveranderung beruht auf der Reduktion von WST1 zu dunkelrotem
Formazan, welche nur in vitalen Zellen mit intakter Atmungskette durch
mitochondriale Dehydrogenasen erfolgen kann, sie korreliert also mit der
Stoffwechselaktivitat (siehe auch Kapitel 2.2.5).

Dass die gemessene relative Stoffwechselaktivitat bei allen untersuchten
Zelllinien unter Methionin-Restriktion geringer war als ohne Restriktion, lasst sich
wahrscheinlich auf die entsprechend geringere Zellzahl durch die Methionin-
Restriktion zurtckfuhren. Dies bestatigt somit auch die Ergebnisse zum

Proliferationsverhalten unter Methionin-Restriktion (siehe Kapitel 3.1.1).

3.2 L929 als murines Modellsystem der Methionin-Restriktion

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Modellsystems, welches
die schnelle Analyse der Aminosaure-Restriktion auf molekularer und metaboler
Ebene ermdglicht, um zum Beispiel mogliche Therapeutika beziehungsweise die
schon erwahnten Caloric Restriction Mimetics im Bereich des Low-Energy-
Metabolismus zu analysieren.

Aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Doktorarbeit Sebastian Gubik,
2018/19, Arbeit zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht publiziert) war bekannt, dass
die Proliferation der Zelllinie L929 sehr gut durch eine Methionin-Restriktion
inhibiert werden konnte. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine murine
Fibroblastenzelllinie. Murine und Fibroblasten allgemein zeichnen sich durch
einen wesentlich hoheren und schnelleren Stoffwechsel aus, was nicht nur
hinsichtlich der Proliferation, sondern auch auf Ebene des Metabolismus zu einer
besseren und schnelleren Signifikanz der Versuchsergebnisse fuhren kann.
AuRerdem wird durch die Untersuchung des murinen Systems eine
Vergleichbarkeit der eigenen Ergebnisse mit den Daten der Literatur ermoglicht,
da die bisher publizierten Experimente im Bereich des Low-Energy-
Metabolismus und der Methionin-Restriktion vor allem an Mausen und Ratten

durchgefuhrt wurden.

56



Ergebnisse

Der Einfluss der Aminosaure-Restriktion in Form der Methionin- sowie der
Cystein-Restriktion auf die Proliferation sollte, neben den bereits beschriebenen
vier HNSCC-Linien (FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25) und den als Kontrolle
verwendeten humanen Zelllinien HeLa und HaCaT, zusatzlich an der murinen
Fibroblastenzelllinie L929 Uber einen Zeitraum von sieben Tagen untersucht

werden.

Da die Aminosaure Methionin als Start-Aminosaure bei der Proteinbiosynthese
genutzt wird, sollte zusatzlich die Gesamtproteinmenge in L929 mittels eines
modifizierten Bradford-Assay unter Methionin-Restriktion Uber einen Zeitraum
von funf Tagen analysiert werden.

Mit Hilfe der Massenspektrometrie sollten L929-Zellen Uber einen Zeitraum von
funf Tagen alle 24 h auf ihr metaboles Profil unter Methionin-Restriktion
analysiert werden, um einen charakteristischen metabolen Fingerabdruck des
Low-Energy-Metabolismus identifizieren zu konnen. Um Referenzwerte sowohl
fur die metastasierende als auch die stagnierende/etablierte Situation des
Tumors auf der Ebene des Metabolismus zu erhalten (bzw. zu simulieren), sollten
die Zellen sowohl unter proliferierenden wie nicht proliferierenden Bedingungen

analysiert werden.

3.2.1 Proliferationsverhalten der Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion
uber einen Zeitraum von sieben Tagen

In dem Kapitel 3.1.1. wurde das Proliferationsverhalten der vier HNSCC-Zelllinien
FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie der beiden Kontrollzelllinien HelLa
und HaCaT unter Methionin-Restriktion Uber einen Zeitraum von sieben Tagen
bereits analysiert.

Bei allen Zelllinien zeigte sich eine signifikante Inhibition der Proliferation durch
die Methionin-Restriktion. Auch die HNSCC-Linien zeigten ein eindeutiges
Ansprechen auf die Methionin-Restriktion (Abb. 13A, rote Linie). Allerdings war
der inhibierende Effekt auf die Kontrollzelllinien HeLa und HaCaT vor allem am

funften und siebten Tag deutlich effektiver (Abb. 13A, orange Linie).
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Abb. 13. A und B Ubersicht des Proliferationsverhalten der Zelllinien FaDu, Detroit562,
SCC9, SCC25, HeLa, HaCaT und L929 unter Methionin-Restriktion. A) Ubersicht des
Proliferationsverhaltens der Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, HeLa, HaCaT und L929
unter Methionin-Restriktion Uber sieben Tage. Zusammenfassung der Ergebnisse aus Kapitel
3.1.1. und 3.2.1 in einem Graphen. Zur besseren Kenntlichkeit sind die Ergebnisse der
Tumorzelllinien rot, der humanen Kontrollzelllinien orange und der murinen Zelllinie L929 grin
dargestellt. B) Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse der Zelllinie L929 aus Abb. A zur
besseren Darstellung als Balkendiagramm. Fir A und B gilt: die Zellen wurden in
Funffachansatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat (siehe Material und Methoden). Am Folgetag
wurden die Zellen entweder mit Vollmedium oder Methionin-freiem Medium inkubiert. Die
Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss die
photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in drei voneinander
unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den
Abbildungen zusammengefasst.

In Abb. 13A (grune Linie) und 13B ist zusatzlich zu den bereits beschriebenen
Zelllinien das Proliferationsverhalten der murinen Fibroblastenzelllinie L929 unter
Methionin-Restriktion Uber einen Zeitraum von sieben Tagen zusammengefasst
dargestellt. Der niedrigste erreichte, prozentuale Wert dieser Zelllinie lag bei
23,4 % + 3,0 %, gemessen am siebten Tag. Nach 48 h war die Proliferation
bereits zu ca. 50 % inhibiert und zeigte auch an den darauffolgenden Zeitpunkten

einen kontinuierlichen Ruckgang (Abb. 13B).

Eine Inhibition der Proliferation um 50 % durch die Methionin-Restriktion konnte
bei den Kontrollzelllinien HeLa und HaCaT ebenfalls festgestellt werden,
allerdings erst nach 120 h. Bei diesen beiden Zelllinien waren die tiefsten
erreichten, prozentualen Werte fur HaCaT am siebten Tag 16,9 % + 2,5 % und

fur HeLa 31,7 % + 3,5 % am funften Tag (Abb. 13A, orange Linie). Die niedrigsten
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erreichten, prozentualen Werte der vier HNSCC-Linien lagen im Schnitt bei
60,65 % + 11,7 % (FaDu 62,0 % + 18,5 % am funften Tag, Detroit562 58,9 % +
9,8 % ebenfalls funfter Tag, SCC9 49,7 % + 9,8 % am siebten Tag und SCC25
72,0 % + 8,6 % auch am siebten Tag (Abb. 13A, rote Linie)).

Bei Betrachtung der vier HNSCC-Linien lieR sich nur bei der Zelllinie SCC9 und
bei dieser auch erst am siebten Tag eine Inhibition des Wachstums um 50 %
feststellen. Im Gegensatz zu den humanen Zelllinien konnten durch die
Methionin-Restriktion bei der murinen Zelllinie L929 frihere und signifikantere
Unterschiede bei der Inhibition der Proliferation aufgezeigt werden. Diese
Zelllinie ist also grundsatzlich besser fur ein Modellsystem geeignet als die

anderen in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien.

3.2.2 Proliferationsverhalten der Zelllinie L929 unter Methionin-/Cystein-
Restriktion liber einen Zeitraum von sieben Tagen

Aufgrund der engen Relation des Methionin- und Cystein-Stoffwechsels wurde,

wie fur die vier HNSCC-Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie fur

die beiden Kontrollzellinien HelLa und HaCaT bereits beschrieben, das

Proliferationsverhalten der murinen Fibroblastenzelllinie L929 zusatzlich zur

Methionin-Restriktion unter Cystein- und unter kombinierter Methionin-/Cystein-

Restriktion ebenfalls Uber einen Zeitraum von sieben Tagen analysiert.

Bei den Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, Hela und HaCaT fuhrte
sowohl die Methionin-, die Cystein- als auch die kombinierte Methionin-Cystein-
Restriktion zu einer signifikanten Inhibition der Proliferation. Allerdings fuhrte die
Methionin-Restriktion im Trend zu einer etwas starkeren Inhibition als die
Cystein-Restriktion. Die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion verstarkte
den antiproliferativen Effekt marginal im Vergleich zu den beiden Monotherapien
(siche Abb.9). In der folgenden Abbildung (Abb.14) st das
Proliferationsverhalten der murinen Zelllinie L929 unter Methionin-/Cystein-
Restriktion dargestellt. Die Proliferation wurde Uber einen Zeitraum von sieben
Tagen analysiert. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen sind die Ergebnisse

allerdings nur fur Tag eins, drei und funf dargestellt.
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Abb. 14. Proliferationsverhalten der murinen Zelllinie L929 nach Methionin-/Cystein-
Restriktion. Die Proliferation der murinen Zelllinie wurde tber einen Zeitraum von sieben Tagen
analysiert. Es wurden 10.000 Zellen/Well in Finffachanséatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat.
Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin- und/oder Cystein-freiem Medium
(Met+/Cys-, Met-/Cys+, Met-/Cys-) oder mit Vollmedium (Met+/Cys+) inkubiert. Die Auswertung
erfolgte mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische
Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen
Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den Abbildungen
zusammengefasst.

Auch bei dieser Zelllinie zeigte sich sowohl durch die Methionin-, die Cystein- als
auch durch die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion ein antiproliferativer
Effekt. Die wachstumshemmende Wirkung durch die Cystein-Restriktion war,
zumindest ab Tag drei, nicht ganz so effektiv wie die durch die Methionin- oder
die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion. Die Cystein-Restriktion fuhrte am
dritten Tag zu einer relativen Zellzahl von 54,9 % + 6,9 %, die Methionin-
Restriktion und die kombinierte Restriktion fUhrten bereits am dritten Tag zu einer
Inhibition des Wachstums um mehr als 50 %. Am funften Tag wurden durch die
Methionin-Restriktion 22,5 % + 2,6 % und durch die Cystein-Restriktion 31,5 %
+ 6,8 % als prozentuale Werte erreicht. Die kombinierte Restriktion fuhrte im
Vergleich zur Restriktion einer einzelnen Aminosaure zu einer geringen
Verstarkung des antiproliferativen Effekts mit einer relativen Zellzahl von

14,5 % + 2,3 %, gemessen am funften Tag.
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3.2.3 Einfluss der Methionin-Restriktion auf die Gesamtproteinmenge der
Zelllinie L929 uber einen Zeitraum von funf Tagen
Methionin wird bei fast allen Lebewesen bei der Proteinbiosynthese durch das
Startcodon AUG codiert und als erste Aminosaure eingebaut. Dieses Start-
Methionin wird durch posttranslationale Modifikationen haufig verandert oder
entfernt. Da Methionin fur die Proteinbiosynthese eine essentielle Bedeutung hat,
konnte man annehmen, dass sich eine Methionin-Restriktion auf die Protein-
synthese auswirkt und so zu einer Inhibition/Senkung fuhrt. Daher wurde in
einem ersten Versuchsansatz der Einfluss der Methionin-Restriktion auf die
Gesamtproteinmenge in L929 uber einen Zeitraum von funf Tagen mittels eines

modifizierten Bradford-Assays analysiert.

In der folgenden Abbildung (Abb. 15) sind die relativen Proteinmengen der
Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion gemessen an Tag eins, drei und funf

dargestellt.
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Abb. 15. Bestimmung der Gesamtproteinmenge der murinen Zelllinie L929 unter
Methionin-Restriktion Uber finf Tage mittels modifiziertem Bradford-Assay. Die
Gesamtproteinmenge der murinen Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion wurde Gber einen
Zeitraum von funf Tagen analysiert. Es wurden entsprechende Zellzahlen in grol3en Petrischalen
ausgesat (siehe Material und Methoden). Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-
freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Nach 24 h, 72 h oder 120 h wurden Zellpellets (jeweils
normiert auf 1x10® Zellen) gebildet. Die Auswertung und Quantifizierung der Proteinmenge
erfolgten mittels des modifizierten Bradford Assay und durch die photometrische Auswertung im
Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert.
Die gemittelten Ergebnisse der vier Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.
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Eine Methionin-Restriktion fuhrte bei dieser Zelllinie Uber einen Zeitraum von funf
Tagen zu keiner signifikanten Veranderung der Gesamtproteinmenge. Nach funf
Tagen Methionin-Restriktion betragt die relative Proteinmenge (gemessen an der
Proteinmenge der Zellen inkubiert mit Vollmedium) 104,2 % + 6,2 %. Die
Proteinmenge der Zellen inkubiert mit Vollmedium wurde als Referenzwert gleich
100 % gesetzt, die Standardabweichung fur die relative Proteinmenge am funften
Tag betragt + 15,8 %. Abb. 15 zeigt, dass die Proteinmenge sich auf Grund der
Methionin-Restriktion nicht drastisch andert. Allerdings ist die Methode auf Grund
der Hohe der Standardabweichung nicht exakt genug, um Anderungen im
einstelligen Prozentbereich zu bestimmen. Dennoch konnte aufgezeigt werden,
dass der Gesamtproteingehalt bei der analysierten Zelllinie L929 selbst nach funf
Tagen Methionin-Restriktion um nicht mehr als den groRmoglichsten Fehler von
+ 15,8 % abweicht.

3.2.4 Massenspektrometrische Untersuchung des Metabolismus der
murinen Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion uber einen
Zeitraum von fiuinf Tagen

In weiterfiuhrenden Versuchen erfolgte die Analyse des Metabolismus der

Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion mittels Massenspektrometrie. Ziel

dieser Versuche war es, ein metaboles Profil zu erstellen, das fur die Methionin-

Restriktion und im besten Fall auch fur einen Low-Energy-Metabolismus

charakteristisch ist und im Grunde eine Art metabolischen Fingerabdruck als

Ergebnis liefert.

Die in diesen Experimenten genutzte hochauflosende Massenspektrometrie

(LC/MS) ermdglichte die Analyse von mehr als 150 wasserloslichen Metaboliten

in einem Messdurchlauf. Analysiert wurden Metabolite der grundlegenden

Stoffwechselwege wie des Kohlenhydratstoffwechsels, des Citratzyklus und des

Harnstoffzyklus, aber unter anderem auch ATP, ADP und NADH (siehe auch

Tab. 12).

Alle 24 h wurden Uber einen Zeitraum von funf Tagen jeweils die Zellextrakte

(intrazellular) sowie die zugehodrigen Medienuberstande (extrazellular)

gemessen. Um sowohl die metastasierende als auch die stagnierende/etablierte
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Situation eines ,Tumors® zu simulieren, wurden die L929-Zellen sowohl unter
proliferierenden wie nicht proliferierenden Bedingungen analysiert. Die Analyse
erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. Werner Schmitz, der die Messungen sowie
die Auswertung der primaren Daten durchfihrte. Der besseren Ubersicht wegen
sind im folgenden Kapitel nur ausgesuchte, besonders aussagekraftige
Ergebnisse in Form einer Heatmap dargestellt.

Die vollstandigen Gesamtubersichten der Ergebnisse sind im Appendix in Kapitel
7.1. (fur proliferative Bedingungen) und 7.2. (fur konfluente Bedingungen)
abgebildet.

3.2.4.1 Massenspektrometrische Untersuchung der Zelllinie L929 unter
Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen uber einen

Zeitraum von funf Tagen

Die Methionin-Restriktion fuhrte unter proliferativen Bedingungen zu
grundlegenden Veranderungen des Metabolismus der murinen Zelllinie L929 bei
bedeutenden Stoffwechselwegen wie dem Kohlenhydratstoffwechsels, dem
Citratzyklus und dem Harnstoffzyklus. Um Ruckschlisse auf die Stoffwechsel-
lage der Zellen unter Methionin-Restriktion ziehen zu konnen, ist neben der
relativen Konzentration einzelner Molekule auch die Summe der relativen

Massen aller untersuchten Metabolite eines Stoffwechselweges von Bedeutung.

Zum besseren Verstandnis sind im Folgenden die Ergebnisse in Prozent
angegeben. Bei den Medien wurde das jeweilige Ausgangsmedium vor
Versuchsbeginn fur Voll- und Methionin-freies Medium als 100 % gesetzt. Da fur
die intrazellularen Messungen kein Startwert (0 h) vorlag, wurde in diesem Fall
zur Darstellung des jeweiligen Trends der jeweils hochste gemittelte Messwert
einer Zeitreihe fur jeden Metaboliten unabhangig als 100 % gesetzt. Die Heatmap
Skalierung der einzelnen gebildeten Gruppe kann unterschiedlich sein. Der
jeweils genutzte Skalierungsbereich ist jeweils in den Farben Tiefblau Uber Weil}

bis hin zu Tiefrot unter den einzelnen Tabellen abgebildet.

63



Ergebnisse

In einer ersten Analyse (Abb. 16) sind die summierten relativen Massen der
Aminosauren (ohne Methionin), des Citratzyklus (TCA-Zyklus), des Harnstoff-
zyklus (Urea-Cycle), der Kohlenhydrate, der Pyrimidine und Purine sowohl im

Medienuberstand (Abb. 16A) als auch in den Zellextrakten (Abb. 16B)

dargestellt.
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Abb. 16. A und B Ubersicht einzelner Stoffwechselgruppen der Zelllinie L929 unter
Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen. Der Metabolismus der murinen
Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen Uber einen
Zeitraum von fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° beziehungsweise 1 x 10° Zellen (siehe
auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am Folgetag wurden die
Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fir jeden Versuchstag
erfolgte der Ansatz Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und
120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium zur Analyse abgenommen, im Anschluss
wurden Zellpellets jeweils auf 1 x 10° Zellen geeicht gebildet. Die Zellextrakte sowie der
Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit der hochauflésenden Massenspektrometrie
analysiert. Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner
Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert und
die Werte gemittelt. In dieser Abbildung ist eine Ubersicht der gemessenen Metabolite der
extrazelluldren Medienlberstande (A) und der intrazelluldren Zellextrakte (B) unter proliferativen

Bedingungen dargestellt.
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Trotz ahnlicher ,Trends” sind vor allem bei den Aminosauren und den Purinen
deutliche Unterschiede des Metabolismus unter Methionin-Restriktion zu sehen.
Am auffalligsten ist die unter Methionin-Restriktion kontinuierlich verringerte
intrazellulare Menge an Aminosauren (von 83 % auf 65 %) bei einer gleichzeitig
erhohten Sekretion von Aminosauren ins Medium (und einem Anstieg von 105 %
auf 114 %). Genau den entgegengesetzten Mechanismus erkennt man bei den
Zellen unter Vollmedium. Hier steigt die intrazellulare Konzentration (von 82 %
auf 100 %) an Aminosauren, wahrend sie extrazellular mit der Zeit (von 92 % auf
72 %) abnimmt.

Markante Unterschiede sind auch bei der Analyse des Purinstoffwechsels
festzustellen. Unter Methionin-Restriktion stieg der Purinspiegel im Vergleich zu
der Kontrolle im Medium deutlicher an (von 54 % auf 142 %), wahrend aber der
intrazellulare Spiegel deutlich sank (von 95 % auf 61 %).

Dieses Prinzip beziehungsweise dieser Reaktionstyp, dass die Konzentrations-
anderungen innerhalb einer Versuchsgruppe (zum Beispiel unter Methionin-
freien Konditionen) jeweils intra- und extrazellular genau gegensatzlich verlaufen
und im Vergleich zu der Kontrolle sich diese Verhaltnisse dann wieder genau
umkehren, konnte bei einer Vielzahl an Molekulen beobachtet werden. Beispiele,
die spater naher beschrieben werden sind Spermidin, Kreatin, Kreatinin, Cholin,
Homocystein, NADPH, usw. Genau diese Molekule sind potentielle Marker fur
die Methionin-Restriktion und bestenfalls auch fir den Low-Energy-
Metabolismus.

Die in der vorherigen Abbildung (Abb.16) bereits dargestellten
Stoffwechselgruppen lassen sich in weitere Untergruppen einteilen. Von
besonderer Bedeutung sind z.B essentielle und verzweigtkettige Typen von
Aminosauren, die "S"-haltigen Aminosaurederivate aber auch verschiedene

Kohlenhydrat-Untergruppen (siehe Abb. 17).
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Abb. 17. Ubersicht der zusammengefassten Metabolite in einzelnen Stoffwechselgruppen
der Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen. Der
Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen
Bedingungen (iber einen Zeitraum von fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° beziehungsweise
1 x 108 Zellen (siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgeséat. Am
Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fur
jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollimedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h,
48 h, 72h, 96 h und 120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium zur Analyse
abgenommen, im Anschluss wurden Zellpellets jeweils auf 1 x 108 Zellen geeicht gebildet. Die
Zellextrakte sowie der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit der hochauflésenden
Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten
durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen
Versuchen reproduziert und dann zusammengefasst. In dieser Abbildung ist eine Ubersicht der
gemessenen Metabolite der intrazelluldren Zellextrakte unter proliferativen Bedingungen
dargestellt.
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Der Aminosauregehalt nahm unter Methionin-freien Bedingungen fur essentielle
(von 80 % auf 66 %) und verzweigtkettige Typen (von 86 % auf 76 %) ab. Unter
der Gruppe der Aminosaurederivate ist die "S"-haltige Gruppe von grof3tem
Interesse. Das Fehlen einer Schwefelquelle aus Methionin verringert die Menge
an "S"-haltigen Metaboliten bereits nach 24 h. Erstaunlicherweise bleibt die
Menge Uber einen Zeitraum von 5 Tagen zwischen 34 % und 44 % erhalten, die
Zelle legt also groRen Wert auf den Schutz dieser wertvollen Ressource.
Zusatzlich zeigen die verschiedenen Kohlenhydrat-Untergruppen, dass die
Zellen unter Methionin-Restriktion Kohlenhydrate als Energiequelle zu
akkumulieren scheinen. Diese Ergebnisse spiegeln sich auch im Anstieg der
Menge an intrazellularer UDP-Glukose wider (Abb. 21), dem Ausgangsmolekl
der Glykogensynthese. Ein weiterer Marker fur den Low-Energy-Metabolismus
ist ein starker Anstieg der intrazellularen Lipidspeicherung (von 69 % auf 96 %),
die im Vergleich dazu unter Kontrollbedingungen nahezu unverandert bleibt
(71 % nach 24 h und 69 % nach 120 h). Im Gegensatz dazu zeigte der Nukleotid-
Stoffwechsel fur Pyrimidine und Purine unter Methionin-freien Bedingungen eine
starkere Abnahme der Nukleinbasen, Nukleoside und Nukleotide. Ein weiterer
starker Indikator fur den Energiestoffwechsel sind die RedOx-Faktoren, die an

Tag 5 unter Methionin-Restriktion auf 25 % abfallen.

Um die Einflisse auf den Stoffwechsel besser beschreiben zu kdnnen, wurde die
groRe Anzahl an gemessenen Daten zur besseren Ubersicht und Darstellung der
Ergebnisse in folgende Gruppen (A-E) zusammengefasst:

(A) Aminosauren (proteinogen)

(B) Aminosauren (nicht-proteinogen) und Aminosaurederivate

(C) ,Direkt Methionin/Cystein abhangige Metabolite*
(
(

D) ,Indirekt Methionin/Cystein abhangige Metabolite“ und
E) Energiewahrungen.
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(A) Aminosauren (proteinogen)
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Abb. 18. A und B Relative Mengen der proteinogenen Aminosauren unter Methionin-
Restriktion und proliferativen Bedingungen in der Zelllinie L929. Der Metabolismus der
murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen Uber
einen Zeitraum von fUnf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° bzw. 1 x 108 Zellen (siehe Material
und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit
Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Flr jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz
Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde bei jeder
Schale 1 ml Medium abgenommen, dann wurden Zellpellets (geeicht auf 1 x 108 Zellen) gebildet.
Die Zellextrakte sowie der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit hochauflésender
Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten
durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen
Versuchen reproduziert und abschlieBend zusammengefasst. Der Ubersicht wegen sind in dieser
Abbildung die gemittelten Ergebnisse der proteinogenen Aminosauren gemessen in A) den
MedienUberstanden (extrazelluldr) sowie in B) den Zellextrakten (intrazellular) dargestellit.
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Wie bereits beschrieben nahm die Konzentration der meisten Aminosauren durch
Methionin-Restriktion extrazellular zu (Abb. 18A) und intrazellular ab (Abb. 18B).
Ausnahmen waren neben Arginin, Lysin und Tyrosin, deren Konzentration durch
die Methionin-Restriktion intrazellular im Gegensatz zur Kontrolle anstieg,
Glutamin, Valin und Cystein, deren Konzentration intrazellular im Vergleich zur
Kontrolle leicht zunahm (Abb. 18A).

(B) Aminosauren (nicht-proteinogen) und Aminosaurenderivate

TIZIZ|IZ|E|2|2|2 (3|3

=3 =3 =3 =3 17 - =1 - =] 17

Cells s|2|2|2|=|=2|=2|=2|=2|=2

L L = L

S|3|R|&8|8|R|2|R|8 |8

@ |Carbamoylphosphate 49 | 80 | 72 70 | 64 | 45 32 | 29

S |[Citrulline 52 | 60 67 [ 56 | 51 | 60 [ 82 | 74 | 81
z ArgSucc 76 [ 78 | 79 [ 75 | 69 | 78 | 79

2 |Ornithine 72 72 | 79 79 | 70 | 58 | 74 | 66

> N-Acetylornithine 83 84

[BE5N2530 [ 40 [ 50 [ 60 | 70 | 80 ['90 [j00]

Abb. 19. Relative Mengen der nicht-proteinogenen Aminosdauren und
Aminosaurenderivate unter Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen in der
Zelllinie L929. Der Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion
und proliferativen Bedingungen Uber einen Zeitraum von finf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10°
beziehungsweise 1 x 108 Zellen (siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen
ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium
inkubiert. Fur jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts.
Nach 24 h, 48h, 72h, 96 h und 120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium
abgenommen, im Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf 1 x 10® Zellen gebildet. Die
Zellextrakte sowie der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit hochauflésender
Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten
durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen
Versuchen reproduziert und abschlieRen zusammengefasst. Der besseren Ubersicht wegen sind
in dieser Abbildung die gemittelten Ergebnisse der nicht-proteinogenen Aminosauren und der
Aminosaurenderivate dargestellt.
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Der intrazellulare Gehalt von Carbamoylphosphat ist durch die Methionin-
Restriktion stark gesunken (von 64 % auf 29 %) und unter Kontrollbedingungen
(von 49 % auf 100 %) deutlich gestiegen. Der zellulare Gehalt der nicht-
proteinogenen Aminosauren Citrullin und Arginosuccinat, welche beide
Metabolite des Harnstoffzyklus sind, nahm unter Methionin-Restriktion leicht zu.
Die intrazellulare Konzentration von Ornithin und N-Acetyl-Ornithin veranderte
sich durch die Methionin-Restriktion kaum (Abb. 19).

(C) ,Direkt Methionin/Cystein abhangige Metabolite*
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[BI00[ 20 [ 30 [ 40 | 50 | 60 | 70 | 80 [ 90 [ji00]

Abb. 20. Relative Mengen der ,direkt Methionin/Cystein abhdngige Metabolite“ unter
Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen in der Zelllinie L929. Der
Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen
Bedingungen (iber einen Zeitraum von fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° beziehungsweise
1 x 108 Zellen (siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am
Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fur
jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollimedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h,
48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im
Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf 1 x 10° Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie
der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit hochauflésender Massenspektrometrie analysiert.
Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die
Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert und abschliel3end
zusammengefasst. Der besseren Ubersicht wegen sind in dieser Abbildung die gemittelten
Ergebnisse der ,direkt Methionin/Cystein abhangigen Metabolite* dargestellt.

Wie bereits erwahnt steht der Stoffwechsel der Aminosauren Cystein und
Methionin im engen Zusammenhang. Cystein kann Uber SAM,
S-Adenosylhomocystein und Homocystein aus Methionin
synthetisiert/regeneriert werden (Abb. 8). Metabolite, bei denen Methionin (oder

Cystein) an der Synthese beteiligt ist, sind in Abb. 20 dargestellt.
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Die Mengen an Glutathiondisulfid (GSSG) — einem Disulfid aus zwei
Glutathionmolekilen — Homocystein, Homoserin, S-Adenosylhomocystein
(S-AdHom), Kreatin, Carnitin und Spermidin nehmen in den ersten 5 Tagen der
Methionin-Restriktion signifikant ab. Spermidin ist ein Zwischenprodukt, welches
bei der Spermin-Synthese aus Putrescin und decarboxyliertem SAM entsteht.
Uber den Syntheseweg steht Spermidin zum einen im engen Zusammenhang
mit SAM, welches wie bereits erwahnt aus Methionin und ATP gebildet wird, und
mit Ornithin, dem Vorlaufer von Putrescin. Ornithin ist auch, wie die bereits
erwahnten Molekule Citrullin  und Argininosuccinat, ein Metabolit des
Harnstoffzyklus. Im Harnstoffzyklus entsteht Ornithin aus Arginin und wird zu

Citrullin verstoffwechselt.

Der Gehalt an Glutathion (GSH) — einem Tripeptid, bestehend aus Glutamat,
Cystein und Glycin — nimmt sowohl unter methioninreichen als auch unter
Methionin-freien Bedingungen ab, wobei der GSH-Gehalt unter Methionin-freien
Bedingungen signifikant niedriger ist. Ausnahmen sind die beiden Produkte
S-Adenosylmethionin  (SAM) und Kreatinin, die unter Methionin-freien
Bedingungen einen kontinuierlichen Anstieg aufweisen. Fur die Kreatin-Synthese
wird neben den Aminosauren Arginin und Glycin auch SAM (und fur dessen
Synthese Methionin) bendtigt. Kreatin ist in Form von Kreatinphosphat ein
wichtiger Energietrager und auch bei der Synthese von ATP aus ADP von
Bedeutung. Die intrazellulare Konzentration an Kreatinin, einem harnpflichtigen
Stoff, der unter anderem beim Aminosaureabbau entsteht, nahm durch die
Methionin-Restriktion zu (Abb. 20).
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(D) ,Indirekt Methionin/Cystein abhangige Metabolite

Cells

120h Met(+)
48h Met(-)
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96h Met(-)
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84 | 69
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Abb. 21. Relative Mengen der ,indirekt Methionin/Cystein abhédngige Metabolite“ unter
Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen in der Zelllinie L929. Der
Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen
Bedingungen (iber einen Zeitraum von fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° beziehungsweise
1 x 108 Zellen (siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgeséat. Am
Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fur
jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollimedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h,
48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im
Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf 1 x 10° Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie
der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit hochauflésender Massenspektrometrie analysiert.
Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die
Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Der besseren
Ubersicht wegen sind in dieser Abbildung die gemittelten Ergebnisse der indirekt
Methionin/Cystein abhangigen Metabolite* dargestellt.
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Auffallig ist der kontinuierliche Anstieg von Acetoacetat und UDP-Glukose sowie
der extrem niedrige Gehalt an Pantothensaure unter Methionin-freien
Bedingungen, da deren Produkte nicht direkt von Methionin abhangig sind, aber
unter Methionin-Restriktion signifikante Unterschiede aufweisen (Abb. 21).
Acetoacetat ist ein Ketokorper, der unter anderem beim verstarkten
Lipidstoffwechsel entsteht. Die Konzentrationen an Hydroxybutyrat, einem
Ketokorper, der durch die NADH-abhangige D-B-Hydroxybutyratdehydrogenase
aus Acetoacetat gebildet wird, und Aceton, welches durch spontane
Decarboxylierung aus Acetoacetat entstehen kann, nahmen bei Restriktion

hingegen ab (in der Abbildung nicht gezeigt).
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(E) Energiewahrungen
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Abb. 22. Relative Mengen der Energiewahrungen unter Methionin-Restriktion und
proliferativen Bedingungen in der Zelllinie L929. Der Metabolismus der murinen Zelllinie L929
wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen Bedingungen Uber einen Zeitraum von funf
Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10% beziehungsweise 1 x 10° Zellen (siehe auch Material und
Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit
Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Flr jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz
Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde zunachst
bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf
1 x 108 Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit
hochauflosender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und Auswertung der priméaren
Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander
unabhéngigen Versuchen reproduziert. Der besseren Ubersicht wegen sind in dieser Abbildung
die gemittelten Ergebnisse der Energiewahrungen dargestellit.

Das niedrige zellulare Energielevel, hervorgerufen durch die Methionin-
Restriktion, wurde insbesondere an Molekulen wie ADP, ATP, NAD*, NADH,
NADP* und NADPH deutlich. Ein Mangel an Energie (z. B. ATP und ADP) ist
unter Methionin-freien Bedingungen insbesondere an Tag 5 zu beobachten.
Auffallend ist, dass fur NAD+, NADH, NADP+ und NADPH das genaue Gegenteil
festgestellt wurde. Unter Methionin-freien Bedingungen steigt die Synthese
wahrend der ersten beiden Tage an und nimmt dann ab, wahrend die Synthese
unter Vollmediumbedingungen wahrend der ersten 5 Tage kontinuierlich ansteigt
(Abb. 22).
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3.2.4.1.1 Metaboler Fingerabdruck der Methionin-Restriktion nach 48 h in L929

Das Ziel dieser Versuche war es, ein charakteristisches Stoffwechselprofil der
L929-Zellen zu identifizieren, im Prinzip einen metabolen Fingerabdruck. Dieser
soll kuinftig die schnelle und einfache Analyse und Identifizierung von potentiellen
Caloric Restriction Mimetics (CRMs) durch einfachen Vergleich eines neuen
Stoffwechselprofils von L929-Zellen mit dem in dieser Studie definierten
Fingerabdruck des Low-Energy-Metabolismus unter Methionin-Restriktion
ermdglichen. Anhand der Anzahl der Ubereinstimmungen kann das Potential
einzelner Wirkstoffe analysiert und bewertet werden. Abb. 23 zeigt eine
Zusammenfassung der massenspektrometrischen Ergebnisse fur intrazellulare
Metaboliten unter Methionin-Restriktion nach 48 h. Die Heatmap zeigt deutlich,
dass bereits nach 48 h ein spezifisches Profil — ein metaboler Fingerabdruck —
definiert werden kann und dass viele der dargestellten Metaboliten zu diesem
Zeitpunkt in  sehr unterschiedlichen Konzentrationen vorliegen. Der
Fingerabdruck wird mit der Zeit immer spezifischer und genauer, da sowohl der
Unterschied in den Mengen der Molekule als auch die Anzahl der Metaboliten,
die sich unterscheiden, unter Methionin-Restriktion zunehmen.

Bestimmte Komponenten eignen sich einzeln oder in Kombination fur das "Fast
Tracking", eine schnelle und einfache Methode zur Bestimmung eines Low-
Energy-Metabolismus. Massenspektrometrische Analysen erfordern einen
gewissen Zeit- und Kostenaufwand und nicht jedes Labor kann diese Methode
zu jeder Zeit durchfuhren. Neben dem grof3en Fingerabdruck mit zahlreichen
Metaboliten kann die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus potentiell auch
mit einem kleinen Footprint, d.h. anhand von ausgewahlten Metaboliten und
alternativen Messmethoden (wie ELISA oder enzymatischen Assays) analysiert
werden. Zum jetzigen Zeitpunkt scheint die Kombination aus Acetoacetat,
Kreatin, Spermidin, GSSG und dem Verhaltnis von ADP/ATP besonders
geeignet zu sein, um in den L929-Zellen das Vorliegen eines Low-Energy-
Metabolismus zu bestimmen. Sowohl die intrazellularen als auch die
extrazellularen Spiegel aller Komponenten nehmen Uber einen Zeitraum von 5
Tagen spezifisch zu oder ab, so dass diese Komponenten durch eine Analyse

des Uberstandes leicht gewonnen und bestimmt werden kénnen. Fir alle

74



Ergebnisse

Komponenten stehen einfache kommerzielle Kits zur Verfugung, auch
Acetoacetat und Kreatinin konnen oft kostengunstig Uber die klinische Chemie
bestimmt werden. Weitere Metabolite, die zur besseren Bestimmung mit
einbezogen werden konnen, sind die Pantothensaure, UDP-Glukose und die im

Medium sezernierten Aminosauren.
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Abb. 23. Metabolischer Fingerabdruck der Zelllinie L929 nach 48 h Methionin-Restriktion.
Der Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion und proliferativen
Bedingungen (iber einen Zeitraum von fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10° beziehungsweise
1 x 10% Zellen (siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am
Folgetag wurden die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fur
jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollimedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h,
48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im
Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf 1 x 10° Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie
der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit hochauflésender Massenspektrometrie analysiert.
Die Analyse und Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die
Ergebnisse wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Dargestellt ist in
dieser Abbildung das metabole Profil des Methionin-Restriktion induzierten Low-Energy-
Metabolismus nach 48 h. Zur besseren Ubersicht wurden die Metabolite in folgende Gruppen
eingeteilt: Aminosauren, Metabolite des Harnstoffzyklus, Aminosaurederivate, indirekt
Methionin/Cystein abhangige Metabolite und Energiewahrungen.
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3.2.4.2 Massenspektrometrische Untersuchung der Zelllinie L929 unter
Methionin-Restriktion und konfluenten (nicht-proliferativen) Bedingungen
uber einen Zeitraum von funf Tagen
Da die Methionin-Restriktion auf Ebene des Metabolismus der murinen Zelllinie
L929 unter proliferativen Bedingungen stark reflektiert wurde (Kapitel 3.2.4.1)
und um neben der proliferierend auch fur die stagnierende/etablierte Situation
der Zelllinie Referenzwerte erheben zu kdnnen, wurden die L929-Zellen in einer
zweiten Serie zusatzlich unter Methionin-Restriktion bei konfluenten (nicht-
proliferativen) Bedingungen massenspektrometrisch analysiert.
Die Ergebnisse sind im Folgenden ebenfalls in Prozent angeben und die
Berechnung erfolgte wie bereits im Vorherigen beschrieben (Kapitel 3.2.4.1). Die
Methionin-Restriktion fuhrte sowohl unter proliferativen wie auch konfluenten
Bedingungen zu grundlegenden Veranderungen des Metabolismus der murinen
Zelllinie L929 bei bedeutenden Stoffwechselwegen, wie dem Kohlenhydrat-

stoffwechsels, dem Citratzyklus und dem Harnstoffzyklus.

Zellen, die nicht proliferieren, konnten theoretisch ebenfalls in einen Low-Energy-
Metabolismus gehen. Anhand der folgenden Abbildungen (Abb. 24, Abb. 25,
Abb. 26) wird allerdings deutlich, dass die beiden Systeme (konfluent und
proliferativ) unter Methionin-Restriktion mehr oder minder gleich reagieren. Was
bedeutet, dass die Methionin-Restriktion wiederum einen Low-Energy-
Metabolismus induziert, wahrend die Zellen unter Vollmedium auch nach der
Kontaktinhibition auf metaboler Ebene permanent fur die nachste Teilung in
Bereitschaft bleiben. Der Low-Energy-Metabolismus ist also ein spezieller
Metabolismus, der unter proliferativen wie auch konfluenten Bedingungen
induziert werden kann.

Im Vorherigen wurde der Aminosauregehalt unter Methionin-Restriktion und
proliferativen Bedingungen (wie in Abb. 18 dargestellt) bereits ausfluhrlich
beschrieben. Die folgende Abbildung (Abb. 24) zeigt die relativen Mengen der
proteinogenen Aminosauren unter Methionin-Restriktion im Vergleich zwischen
proliferativen (Abb. 24A und C) und konfluenten (Abb. 24B und D) Bedingungen,
sowohl im MedienUberstand (extrazellular) (Abb. 24A und B) als auch in den
Zellextrakten (intrazellular) (Abb. 24C und D).
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Abb. 24. A-D Relative Mengen der proteinogenen Aminosauren unter Methionin-

Restriktion im Vergleich zwischen proliferativen (Serie 1) und konfluenten (Serie II)
Bedingungen in der Zelllinie L929. Der Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter
Methionin-Restriktion sowohl unter proliferativen als auch konfluenten Bedingungen tber einen
Zeitraum von fuinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 10%, 1 x 10® beziehungsweise 3 x 108 Zellen
(siehe auch Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am Folgetag wurden
die Zellen entweder mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Fir jeden Versuchstag
erfolgte der Ansatz Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und
120 h wurde zunachst bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im Anschluss wurden
Zellpellets jeweils geeicht auf 1 x 10° Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie der Uberstand des
Kultur-Mediums wurden mit hochaufldsender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und
Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse
wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert und abschliellend
zusammengefasst. In dieser Abbildung die gemittelten Ergebnisse der proteinogenen
Aminosauren gemessen in den MedienUberstanden (extrazellular) (A und B) sowie in den
Zellextrakten (intrazelluldr) (C und D) sowohl unter proliferativen als auch konfluenten
Bedingungendargestellt.
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GrofRtenteils lassen sich bei Betrachtung der proteinogenen Aminosauren
zwischen proliferativen und konfluenten Bedingungen keine markanten
Unterschiede erkennen. Kleinere Unterschiede gibt es bei den Aminosauren
Isoleucin, Leucin und Tryptophan. Diese Aminosauren sind unter Methionin-
freien Bedingungen im Vergleich zwischen proliferativ und konfluent, tendenziell

bei konfluenten Bedingungen in erhdhter Konzentration vorhanden.

Die fur die jeweiligen Aminosauren unter Methionin-Restriktion nach 120h
gemessenen Werte sind: Isoleucin: proliferativ 76 % und konfluent 82 %, Leucin:
proliferativ 70 % und konfluent 91 % und Tryptophan: proliferativ 56 % und
konfluent 82 %.

Neben dem Aminosauregehalt, welcher durch die Methionin-Restriktion massiv
beeinflusst wird, wurden auch die Metaboliten der bedeutenden Stoffwechsel-
wege wie des Citratzyklus (TCA-Zyklus), des Harnstoffzyklus (Urea-Cycle), des

Kohlenhydratstoffwechsel sowie die Pyrimidine und Purine analysiert.

Die folgende Abbildung (Abb. 25) zeigt eine detaillierte Ubersicht einzelner
Stoffwechselgruppen unter Methionin-Restriktion im Vergleich zwischen
proliferativen (Serie |) und konfluenten (Serie 1) Bedingungen. Dargestellt sind
die summierten relativen Massen der Aminosauren (ohne Methionin), des
Citratzyklus (TCA-Zyklus), des Harnstoffzyklus (Urea-Cycle), der Kohlenhydrate,
der Pyrimidine und Purine sowohl im Medienuberstand (Abb. 25A und C) als
auch in den Zellextrakten (Abb. 25B und D).
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Serie I: Proliferativ
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Abb. 25. A-D Ubersicht einzelner Stoffwechselgruppen unter Methionin-Restriktion im
Vergleich zwischen proliferativen (Serie 1) und konfluenten (Serie 1l) Bedingungen in der
Zelllinie L929. Der Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion
unter proliferativen und konfluenten Bedingungen (ber fiinf Tagen analysiert. Es wurden 5 x 105,
1 x 108 bzw. 3 x 10° Zellen Zellen (siehe Material und Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen
ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert.
Fur jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h,
48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im Anschluss
wurden Zellpellets (geeicht auf 1 x 10° Zellen) gebildet. Die Zellextrakte und der Uberstand des
Mediums wurden mit hochauflésender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und
Auswertung der primaren Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse
wurden in vier voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert und anschlielend
zusammengefasst. In dieser Abbildung ist eine Ubersicht der gemessenen Metabolite der
extrazelluldaren MedienlUberstande (A und C) und der intrazellularen Zellextrakte (B und D) unter
proliferativen (Serie 1) und konfluenten (Serie 1) Bedingungen im Vergleich dargestellt.
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Auffallig ist die, sowohl unter proliferativen als auch konfluenten Bedingungen,
unter Methionin-Restriktion kontinuierlich verringerte intrazellulare Menge an
Aminosauren (proliferativ: von 83 % auf 65 % und konfluent: von 86 % auf 73 %)
bei einer gleichzeitig erhohten Sekretion von Aminosauren ins Medium (und
einem Anstieg von 105 % auf 114 % bei proliferativen Bedingungen und von
45 % auf 51 % bei konfluenten Bedingungen). Genau den entgegengesetzten
Mechanismus erkennt man bei den Zellen unter Vollmedium. Hier stieg die
intrazellulare Konzentration (proliferativ: von 82 % auf 100 % und konfluent: von
86 % auf 100 %) an Aminosauren, wahrend sie extrazellular mit der Zeit
(proliferativ: von 92 % auf 72 % und konfluent: von 36 % auf 26 %) abnahm.
Trotz Uberwiegenden Gemeinsamkeiten und &ahnlicher ,Trends“ der beiden
Systeme fallen im Vergleich zwischen konfluent und proliferativ kleinere
Unterschiede bei den Kohlenhydraten und Purinen auf. Im Vergleich stagnierte
die intrazellular gemessene relative Menge der Kohlenhydrate (bei 100 % und
98 %) wie auch der Purine (bei 80 % und 77 %) unter konfluenten Bedingungen
nahezu (Abb. 25D), wahrend sie unter proliferativen Bedingungen sank
(Kohlenhydrate von 79 % auf 65 % und Purine von 95 % auf 61 %) (Abb. 25B).
Im Allgemeinen stimmt der ,Trend“ der beiden Systeme bzw. die Ergebnisse im
GroRteil Uberein, lediglich die Dynamik ist unter konfluenten Bedingungen nicht

S0 ausgepragt wie unter proliferativen.

Im Vorherigen wurde bereits auf die Vorteile des "Fast Tracking" in Form des
FulRabdrucks als schnelle und einfache Methode zur Bestimmung des Low-

Energy-Metabolismus eingegangen (Kapitel 3.2.4.1.1).
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Serie I: Proliferativ
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Abb. 26. A und B Metabolischer FuBabdruck der Zelllinie L929 unter Methionin-Restriktion
im Vergleich zwischen proliferativen (Serie I) und konfluenten (Serie Il) Bedingungen. Der
Metabolismus der murinen Zelllinie L929 wurde unter Methionin-Restriktion sowohl unter
proliferativen als auch konfluenten Bedingungen Uber einen Zeitraum von finf Tagen analysiert.
Es wurden 5x 10°, 1 x 10° beziehungsweise 3 x 10° Zellen Zellen (siehe auch Material und
Methoden) L929 in 15 cm Petrischalen ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen entweder mit
Methionin-freiem oder mit Vollmedium inkubiert. Flr jeden Versuchstag erfolgte der Ansatz
Vollmedium und Methionin-frei in Tripletts. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h wurde zunachst
bei jeder Schale 1 ml Medium abgenommen, im Anschluss wurden Zellpellets jeweils geeicht auf
1 x 10° Zellen gebildet. Die Zellextrakte sowie der Uberstand des Kultur-Mediums wurden mit
hochauflosender Massenspektrometrie analysiert. Die Analyse und Auswertung der priméaren
Daten erfolgten durch Herrn Dr. Werner Schmitz. Die Ergebnisse wurden in vier voneinander
unabhangigen Versuchen reproduziert und anschlieBend zusammengefasst. In dieser Abbildung
sind einige ausgewahlte Metabolite, die zum jetzigen Zeitpunkt fir das Fast-Tracking des Low-
Energy-Metabolismus besonders geeignet erscheinen, im Vergleich zwischen (A) proliferativen
(Serie I) und (B) konfluenten (Serie 1) Bedingungen dargestellt.
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Metaboliten, die zum jetzigen Zeitpunkt besonders geeignet scheinen, um in den
L929-Zellen das Vorliegen eines Low-Energy-Metabolismus zu bestimmen, sind
Acetoacetat, Kreatin, Spermidin, GSSG, UDP-Glukose und die Pantothensaure
sowie das Verhaltnis von ADP/ATP. In der vorherigen Abbildung (Abb. 26) sind
die genannten Metaboliten sowohl unter proliferativen wie auch konfluenten
Bedingungen abgebildet.

Die gemessenen, intrazellularen Mengen der ausgewahlten Metabolite ahneln
sich unter proliferativen und konfluenten Bedingungen stark, zu vernachlassigen
ist die nicht nachweisbare Menge an ADP unter konfluenten Bedingungen. Die
ausgewahlten Metabolite sind zur Differenzierung des Low-Energy-
Metabolismus in der Zelllinie L929 geeignet, da der intrazellulare Gehalt dieser
Metabolite Uber einen Zeitraum von 5 Tagen in beiden Systemen spezifisch zu-
oder abnimmt. Ganz deutlich ist z.B. der unter Methionin-Restriktion bei beiden
Bedingungen im Vergleich zu den Normalbedingungen drastisch verringerte ATP
Gehalt. Kreatin, Spermidin und UDP-Glukose nahmen im Verlauf unter
Methionin-Restriktion ebenfalls  deutlich ab, der GSSG- und
Pantothensauregehalt stagnierte unter Methionin-Restriktion, wahrend das
intrazellulare Acetoacetat-Level anstieg.

Auffallig ist auch, dass die Konfluenz per se nicht zu einem dem Low-Energy-
Metabolismus vergleichbaren Metabolismus fuhrt. Obwohl die Zelle nicht mehr
proliferiert, der Energiebedarf also sinkt, bleibt die Zelle unter normalen
Bedingungen im High-Energy-Metabolismus. Dies wird vor allen Dingen am ATP-
Gehalt erkennbar, welcher trotz Methionin-Restriktion hoch bleibt. Die Zellen

bleiben also auf eine eventuelle Proliferation energetisch vorbereitet.

3.2.5 Aminosaure-Analoga als potentielle Caloric Restriction Mimetics

Die Methionin-Restriktion war im Labor gut umsetzbar und zeigte bei allen Zellen
eine eindeutige Inhibition der Proliferation sowie bei der Zelllinie L929 ein
metaboles Profil, das dem eines Low-Energy-Metabolismus entspricht. Die
Umsetzung als Therapieoption gestaltet sich jedoch deutlich schwieriger, da man
selbst durch eine strenge Diat die Methionin-Zufuhr Uber die Nahrung kaum

verhindern kann.
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Daher sollte im letzten Teil der Arbeit der Einfluss von verschiedenen
Aminosaure-Analoga untersucht werden, die als potentielle Caloric Restriction
Mimetics eingesetzt werden konnten. Auf molekularer Ebene sind viele

verschiedene Wirkprinzipien der Analoga denkbar.

Vier Moglichkeiten, wie durch die Analoga im besten Fall einen Low-Energy-
Metabolismus induziert werden konnte, sind im Folgenden kurz beschrieben:
(1) Das Analogon konnte durch die ahnliche beziehungsweise zum Teil gleiche
Struktur statt Methionin am Anticodon der t-RNA binden und so Uber einen
Kettenabbruch zur Inhibition der Proteinbiosynthese fuhren. Azidohomoalanin
wird bereits in der Click-Chemie zur Markierung von Proteinen als Methionin-
Analogon eingesetzt. Es wird statt Methionin bei der Proteinbiosynthese
eingebaut und kann anschlieBend Uber eine reaktive Gruppe - z.B. ein
Fluorophor - noch modifiziert werden (Ngo and Tirrell, 2011, Dieterich et al.,
2006).

(2) Durch die Strukturverwandtheit ware auch eine Bindung des Analogons an
der Aminoacylierungsstelle, dem aktiven Zentrum, der Aminoacyl-tRNA-
Synthetase mdglich, wodurch die tRNA-Synthese und in Folge ebenfalls die
Proteinbiosynthese inhibiert werden wurde.

(3) Alle methionin- und/oder cystein-abhangigen Syntheseprozesse, wie zum
Beispiel die SAM-Synthese, konnten durch den Einsatz der Methionin-Analoga
kompetitiv inhibiert werden. Der enge Zusammenhang und die grofe
Bedeutsamkeit von SAM und Methionin fur den durch die Methionin-Restriktion
induzierten Low-Energy-Metabolismus wurde bereits erklart (Kapitel 1.2.4 und
Abb. 8).

(4) In Kapitel 1.2.4. wurde beschrieben, wie mTOR, Uber den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor T1R und das Protein SAMTOR, die Menge an
verfugbarem Methionin messen kann (Gu et al., 2017). Auch diese beiden
Sensoren, beziehungsweise die an der Messung des Methioningehalts

beteiligten Faktoren, kdnnten durch die Methionin-Analoga beeinflusst werden.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Analoga lassen sich in folgende Gruppen
einteilen (Abb. 27):

(A) Methionin-Analoga (von Methionin abgeleitet oder modifizierte Analoga):
D-Methionin, N-Formyl-L-Methionin, Boc-L-Methionin und Fmoc-L-Methionin

(B) erweiterte Methionin-Analoga (mit nur annahernd ahnlicher Struktur):
D-Ethionin, L-Ethionin, L-y-Azidohomoalanin und Z-DL-B-Homoalanin

(C) Cystein-Analoga:
D-Cystein

(D) Aminosaure-Analoga:

D-Lysin und L-Lysin.

In Abb. 27A sind D-Methionin, N-Formyl-L-Methionin, Boc-L-Methionin und
Fmoc-L-Methionin abgebildet, welche ausgehend von der Aminosaure Methionin
abgeleitet beziehungsweise modifiziert wurden und daher starke strukturelle
Ahnlichkeiten haben. Alle Aminosduren (abgesehen von Glycin) tragen am
o-C-Atom vier verschiedene Substituenten, je nach raumlicher Konfiguration
unterscheidet man zwischen D- und L-Stereoisomeren. Proteinogene
Aminosauren sind in der Regel L-Aminosauren. Schon 1976 konnten Naylor und
Kollegen aufzeigen, dass einige Tumorzellen im Gegensatz zu normalen
Korperzellen D-Aminosauren aufgrund eines Mangels des Enzyms
D-Aminosaureoxidase nicht verstoffwechseln konnen (Naylor et al., 1976). In
einer anderen Studie konnte bereits der inhibitorische Einfluss von
D-Aminosauren auf das Tumorwachstum gezeigt werden (Sasamura et al.,
1998). Daher wurde unter anderem der Einfluss nicht-proteinogener
D-a-Aminosauren, wie D-Methionin, D-Ethionin, D-Cystein und D-Lysin,
untersucht. Des Weiteren kam N-Formyl-L-Methionin zum Einsatz, welches ein
entscheidendes Molekul beim Start der bakteriellen Proteinbiosynthese ist.
Boc-L-Methionin und Fmoc-L-Methionin wurden ebenfalls in dieser Arbeit
untersucht — diese beiden Moleklle werden in der Festphasensynthese oder
auch Merrifield-Synthese, einem Verfahren zur Peptid-Synthese, eingesetzt

(Merrifield, 1963). Es handelt sich hierbei um die durch die Schutzgruppe Boc
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oder Fmoc, geschitzte Aminosaure L-Methionin. Boc steht fur
tert-Butyloxycarbonyl und Fmoc steht flr Fluorenylmethoxycarbonyl. Durch Boc
und Fmoc Wird die Aminogruppe der Aminosaure Methionin geschitzt, wodurch
es zum Kettenabbruch bei der Proteinsynthese kommt, da die Ausbildung einer
Peptidbindung durch die Schutzgruppe verhindert wird.

Abb. 27B zeigt die Strukturformeln der Analoga D-Ethionin, L-Ethionin,
L-y-Azidohomoalanin und Z-DL-B-Homoalanin. (Azido-)homoalanin wurde
analysiert, da es wie bereits erwahnt nachgewiesenermalen statt Methionin bei
der Proteinbiosynthese eingebaut werden kann. Die in der Abbildung (Abb. 27B)
erwahnte Abkurzung Cbz steht, ebenfalls wie Fmoc und Boc, fur eine
Schutzgruppe, in diesem Fall Benzyloxycarbonyl. Uber Ethionin gibt es bereits
Studien, die einen positiven Einfluss auf Tumorerkrankungen beschreiben (Guo
et al., 1996).

Abb. 27C zeigt die Strukturformeln von D-Cystein. Aufgrund des engen
Zusammenhangs des Methionin-Cystein-Stoffwechsels wurde in dieser Arbeit
neben der Methionin-Restriktion auch die Cystein- beziehungsweise die
kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion untersucht. Da beides wirksame
Methoden zur Inhibition des Zellwachstums zu sein scheinen, ware auch der
Einsatz eines Cystein-Analogons, zum Beispiel in Form von D-Cystein anstatt

eines Methionin-Analogons als potentielles CRM denkbar.

Die zwei getesteten Aminosauren D-Lysin und L-Lysin sind in Abb. 27D
abgebildet. D-Lysin stellt ebenfalls eine zentrale Aminosaure im Stoffwechsel
dar. Dies konnte schon an eigenen Ergebnissen in der Massenspektrometrie
gezeigt werden. Lysin war eine der Aminosauren, deren Konzentration unter
Methionin-Restriktion intrazellular anstieg (Abb. 18). Ebenfalls ist die grof3e
Bedeutung von Lysin im Tumorstoffwechsel bekannt (Gil et al., 2017).

Ein Low-Energy-Metabolismus geht in der Regel mit einer Senkung der Zellzahl
einher, da z.B. mittels mTOR die Proliferation inhibiert wird. Daher wurde der
Einfluss der Analoga als potentielle CRMS zunachst in einfachen Zytotoxizitats-

assays zur Quantifizierung der relativen Zellzahl untersucht.
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Abb. 27. A-D Strukturformeln der Aminosdure-Analoga. Die Abbildung zeigt die
Strukturformeln der verwendeten Analoga, welche in folgenden Gruppen eingeteilt wurden: A)

Methionin-Analoga, B) erweiterte Methionin-Analoga, C) Cystein-Analoga und D) Aminosaure-
Analoga (erstellt mit ChemDraw®, fir Mac Version 19.0.1.32).
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3.2.5.1 ZytoTox mit Aminosaure-Analoga unter proliferativen Bedingungen in
L929

Das Potential der einzelnen Molekule als CRM sollte zunachst an der murinen
Zelllinie L929 getestet werden. Grund hierfur ist wie bereits erwahnt der
wesentlich hohere und schnellere Metabolismus sowie die hohe und zugige
Responsivitat dieser Zelllinien auf eine Methionin-Restriktion. Die Zellen wurden
hierfur unter proliferativen Bedingungen mit den jeweils einzeln im Medium
geldsten Analoga inkubiert. 72 h spater erfolgte die Zellquantifizierung anhand
einer Kristallviolett-Lebendfarbung. Tab. 16 gibt die Konzentration und Menge

der verwendeten Analoga an.

Anal ost i Konzentration | Zugabe zum | finale Konzentration
haloga gelostin [mM] Medium [%] im Medium [mM]

D-Cystein 1N HCl 496 1,25 6,20
D-Lysin aqua dest. 205 5,00 10,25
L-Lysin aqua dest. 205 5,00 10,25
D-Methionin aqua dest. 201 5,00 10,05

L Ethanol 6,03
Boc-L-Methionin absolut 241 2,50
D-Ethionin 1N HCI 735 1,25 9,19
L-Ethionin 1N HCI 735 1,25 9,19
N-Formyl-L- Methanol 169 5,00 845
Methionin
ZDL-B- DMSO 253 1,25 3,16
Homoalanin
L-y-
Azidohomoalanin DMSO 333 1,25 4,16
Hydrochlorid
Fmoc-L-Methionin | DMSO 162 1,25 2,03

Tab. 16. Ubersicht der Konzentration und Menge der verwendeten Analoga.

Die Ergebnisse der photometrischen Auswertung sind in der folgenden Abbildung
(Abb. 28) dargestellt. Wirksame Molekule wurden dann in einem weiteren Schritt
in den humanen Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, HeLa und HaCaT

untersucht.
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Abb. 28. A-K ZytoTox nach Zugabe von Aminosaure-Analoga zu der murinen Zelllinie L929
unter proliferativen Bedingungen. Die relative Zellzahl der murinen Zelllinie L929 wurde 72 h
nach Zugabe von Aminosdure-Analoga analysiert. Dazu wurden 10.000 Zellen/Well in
Finffachansatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit den
geldsten Aminosaure-Analoga und der entsprechenden Kontrolle mit den Losungsmitteln der
Analoga in gleicher Endkonzentration (HCL, aqua dest., Ethanol, Methanol oder DMSO) inkubiert.
Die jeweiligen Konzentrationen sind: D-Cystein 6,2 mM, D-Lysin 10,25 mM, L-Lysin 10,25 mM,
D-Methionin 10,25 mM, Boc-L-Methionin 6,03 mM, D-Ethionin 9,19 mM, L-Ethionin 9,19 mM,
N-Formyl-L-Methionin 8,45 mM, Z-DL-B-Homoalanin 3,16 mM, L-y-Azidohomoalanin
Hydrochlorid 4,16 mM und Fmoc-L-Methionin 2,03 mM. Die Auswertung erfolgte mittels einer
Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader.
Die Ergebnisse wurden in mindestens zwei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert.
Die gemittelten Ergebnisse der zwei Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.
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Die Zugabe der Analoga beeinflusste die relative Zellzahl in unterschiedlichem
Ausmall. D-Cystein, D-Lysin, L-Lysin und D-Methionin hatten keinen
signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum der murinen Fibroblastenzelllinie
(Abb. 28A-D). Boc-L-Methionin, D-Ethionin, L-Ethionin, N-Formyl-L-Methionin,
Z-DL-B-Homoalanin sowie L-y-Azidohomoalanin fUhrten zu einer signifikanten
Abnahme der relativen Zellzahl (Abb. 28E-J). Fmoc-L-Methionin hatte den
starksten Effekt (Abb. 28K) und fuhrte innerhalb von 72 h zu einer relativen
Zellzahl von 29,7 % + 1,4 %.

Da die murinen Zelllinie L929 am deutlichsten auf die Zugabe von
Fmoc-L-Methionin reagierte, wurde dessen Wirkspektrum anhand einer
Verdinnungsreihe analysiert. Die folgende Abbildung (Abb. 29) zeigt die
relativen Zellzahlen der murinen Zelllinie L929 72 h nach Zugabe von
Fmoc-L-Methionin  zum Medium in einer log2-Verdinnungsreihe (hdchste
Konzentration: 2000 nM Fmoc-L-Methionin).
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Abb. 29. ZytoTox-Analyse der Inhibition der Proliferation durch Fmoc-L-Methionin in L929.
Die Zellzahl der murinen Zelllinie wurde 72 h nach Zugabe von Fmoc-L-Methionin analysiert. Es
wurden 10.000 Zellen/Well in Sechsfachansatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am Folgetag
wurden die Zellen mit Fmoc-L-Methionin in einer log2-Verdiunnungsreihe und zur Kontrolle mit
Medium (1,25 % DMSO) inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-
Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die
Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten
Ergebnisse der drei Versuche sind in der Abbildung zusammengefasst.

Den starksten inhibierenden Effekt hatte die Zugabe von 1000 nM Fmoc-L-
Methionin, diese Konzentration fuhrte zu einer Senkung der relativen Zellzahl auf
30,0 % £ 2,7 %.
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Auch die Zugabe von Boc-L-Methionin, D-Ethionin, L-Ethionin und N-Formyl-L-
Methionin verringerte die relative Zellzahl. Da der Einfluss dieser Molekule nicht
so deutlich war, wurden diese Analoga in dieser Arbeit nicht weiteruntersucht, ob
sie aber zum Beispiel eine Veranderung auf Ebene des Metabolismus der
murinen Zelllinie L929 bewirken, bleibt Bestandteil weiterer Untersuchungen.
Z-DL-B-Homoalanin war mit einer Reduktion der relativen Zellzahl auf
75,3 % * 3,2 % (Abb. 28l) nahezu gleich wirksam wie das stereochemisch eng
verwandte L-y-Azidohomoalanin auf 74,0 % + 2,8 % (Abb. 28K). In dieser Arbeit
wurde dennoch zunachst nur die Reinform L-y-Azidohomoalanin weiter
untersucht, da sich diese eventuell durch eine spezifischere Wirkung und

signifikantere Ergebnisse auszeichnen konnte.

3.2.5.2 L-y-Azidohomoalanin und Fmoc-L-Methionin als Aminosaure-Analoga in
L929, HelLa, HaCaT und Zelllinien des HNSCC

Die Zugabe von L-y-Azidohomoalanin bewirkte bei der Zelllinie L929 innerhalb
von 72 h eine Reduktion der relativen Zellzahl auf 74,0 % + 2,8 % (Abb. 28J).
Fmoc-L-Methionin bewirkte bei dieser Zelllinie eine Reduktion der relativen
Zellzahl auf 33,8 % * 1,7 % (Abb. 28K). Der Einfluss dieser Analoga auf die
humanen Zelllinien sollte daher in weiteren Zytotoxizitatsassays analysiert
werden. Die Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, HeLa und HaCaT
wurden genauso wie die im vorherigen Kapitel bereits beschriebene Zelllinie
L929 unter proliferativen Bedingungen mit den im Medium gelosten Analoga
inkubiert. 72 h spater erfolgte die Zellquantifizierung anhand einer Kristallviolett-
Lebendfarbung. Bezlglich der Konzentration und Menge der verwendeten
Analoga gelten die Angaben in Tab. 16.

Die Wirkung von L-y-Azidohomoalanin auf die vier humanen HNSCC-Zelllinien
FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie auf die humanen Referenzzelllinien
HelLa und HaCaT unter proliferativen Bedingungen ist in der folgenden Abbildung
(Abb. 30) zu sehen.
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Abb. 30. A-F ZytoTox 72 h nach Zugabe von L-y-Azidohomoalanin zu den Zelllinien HelLa,
HaCaT, FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 unter proliferativen Bedingungen. Die relative
Zellzahl der genannten Zelllinien wurde 72 h nach Zugabe von L-y-Azidohomoalanin analysiert.
Es wurden jeweils 10.000 Zellen/Well in Funffachansatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am
Folgetag wurden die Zellen mit im Medium gel6sten L-y-Azidohomoalanin (4,16mM) und zur
Kontrolle mit einer Mediumvariante die entsprechend zum Analogon 1,25 % DMSO enthalt sowie
dem Vollmedium inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung
und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in
zwei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der zwei
Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.

Wie bei der bereits analysierten Zelllinie L929 bewirkte L-y-Azidohomoalanin
auch bei den Zelllinien HelLa, Detroit562 und SCC9 eine signifikante
Verminderung der Zellzahl. Bei HeLa war der Effekt am deutlichsten und fuhrte
zu einer relativen Zellzahl von 48,7 % + 4,1 % (Abb. 30A), bei Detroit562 zu
61,7 % + 3,3 % (Abb. 30D) und bei SCC9 zu 74,5 % * 4,0 % (Abb. 30E). Die
relative Zellzahl der Zelllinien HaCaT, FaDu und SCC25 wurde durch die Zugabe
des Analogons nahezu nicht beeintrachtigt (Abb. 30B, C und F).
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Die folgende Abbildung (Abb. 31) zeigt die Wirkung von Fmoc-L-Methionin auf die
vier humanen HNSCC-Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie auf
die humanen Referenzzelllinien HelLa und HaCaT unter proliferativen

Bedingungen.
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Abb. 31. A-F ZytoTox 72 h nach Zugabe von Fmoc-L-Methionin zu den Zelllinien Hela,
HaCaT, FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 unter proliferativen Bedingungen. Die relative
Zellzahl der genannten Zelllinien wurde 72 h nach Zugabe von Fmoc-L-Methionin analysiert. Es
wurden jeweils 10.000 Zellen/Well in Funffachanséatzen in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am
Folgetag wurden die Zellen mit im Medium gelésten Fmoc-L-Methionin (2,03mM) und zur Kontrolle
mit einer Mediumvariante die entsprechend zum Analogon 1,25 % DMSO in Endkonzentration
enthalt sowie dem Vollmedium inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-
Lebendfarbung und im Anschluss die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die
Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten
Ergebnisse der drei Versuche sind in den Abbildungen zusammengefasst.

Wie auch bei der murinen Zelllinie L929 bewirkte Fmoc-L-Methionin bei den
untersuchten Zelllinien eine deutliche Zellzahlreduktion. Bei allen untersuchten

Zelllinien, aufRer HaCaT, wurde die relative Zellzahl so um deutlich mehr als 50 %
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reduziert. Die gemessenen Werte sind fur HeLa 26,8 % + 3,8 % (Abb. 31A), fur
HaCaT 58,6 % + 5,2 % (Abb. 31B), fur FaDu 24,7 % + 2,7 % (Abb. 31C), fir
Detroit562 30,2 % + 3,0 % (Abb. 31D), fir SCC9 35,9 % + 4,4 % (Abb. 31E) und
fir SCC25 25,6 % + 1,8 % (Abb. 31F).

Anhand dieses Versuchs konnte gezeigt werden, dass die Zugabe beider
Molekule, L-y-Azidohomoalanin und Fmoc-L-Methionin, in den untersuchten
Zelllinien die relative Zellzahl beeinflusst. L-y-Azidohomoalanin fuhrte bei vier der
sieben analysierten Zelllinien unter proliferativen Bedingungen zu einer
signifikanten Reduktion der Zellzahl und Fmoc-L-Methionin bei allen untersuchten

Zelllinien.

Unter den gewahlten Bedingungen ist jedoch nicht auszuschlie®en, dass der
zellzahlvermindernde Effekt auf eine rein zytotoxische Wirkung von
L-y-Azidohomoalanin und Fmoc-L-Methionin (beziehungsweise bei deren
Verstoffwechselung entstehende Metabolite) zuruckzufuhren ist. Daher wurden

beide Molekule in einem weiteren Assay auf ihre potentielle Toxizitat untersucht.

Wie bereits im Kapitel 3.1.3.2 fur die Methionin-Restriktion beschrieben wurden
ebenfalls Zytotoxizitatsassays unter konfluenten Bedingungen durchgefuhrt. Die
untersuchten Zelllinien FaDu, Detroit562, HeLa, HaCaT, SCC9, SCC25 und L929
wurden hierflr unter konfluenten Bedingungen mit den im Medium geldsten
Analoga inkubiert. 72 h spater erfolgte die Zellquantifizierung anhand einer
Kristallviolett-Lebendfarbung. Auch hier gelten bezuglich der Konzentration und

Menge der verwendeten Analoga die Angaben in Tab. 16.

Die Wirkung von L-y-Azidohomoalanin auf die vier humanen HNSCC-Zelllinien
FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie auf die humanen Referenzzelllinien
HelLa und HaCaT unter konfluenten Bedingungen ist in der folgenden Abbildung
(Abb. 32) dargestellt.
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Abb. 32. A-G ZytoTox 72 h nach Zugabe von L-y-Azidohomoalanin zu den Zelllinien L929,
HaCaT, Hela, FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 unter konfluenten Bedingungen. Die
relative Zellzahl der genannten Zelllinien wurde 72 h nach Zugabe von L-y-Azidohomoalanin
analysiert. Es wurden jeweils 10.000 Zellen/Well in Finffachansatzen in einer 96-Well-Platte
ausgesat. 96 h spater wurden die Zellen mit im Medium geldsten L-y-Azidohomoalanin (4,16mM)
und zur Kontrolle mit einer Mediumvariante die 1,25 % DMSO enthalt sowie dem Vollmedium
inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss
die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in zwei voneinander
unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der zwei Versuche sind in den
Abbildungen zusammengefasst.

Unter konfluenten Bedingungen fuhrte die Zugabe von L-y-Azidohomoalanin nur
bei der Zelllinie HeLa zu einer Abnahme der relativen Zellzahl. Bei dieser Zelllinie
bewirkte das Analogon jedoch eine sehr deutliche Reduktion der Zellzahl auf
14,0% + 3,1 % (Abb. 32C). Anhand dieser Ergebnisse kann man davon
ausgehen, dass L-y-Azidohomoalanin per se nicht zytotoxisch ist, in diesem Fall
wurde man eine Reduktion bei den meisten oder allen untersuchten Zelllinien

erwarten.
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Die Wirkung von Fmoc-L-Methionin auf die vier humanen HNSCC-Zelllinien FaDu,
Detroit562, SCC9 und SCC25 sowie auf die humanen Referenzzelllinien HelLa
und HaCaT unter konfluenten Bedingungen ist in der folgenden Abbildung
(Abb. 33) dargestellt.
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Abb. 33. A-G ZytoTox 72 h nach Zugabe von Fmoc-L-Methionin zu den Zelllinien L929,
HaCaT, Hela, FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25 unter konfluenten Bedingungen. Die
relative Zellzahl der genannten Zelllinien wurde 72 h nach Zugabe von Fmoc-L-Methionin
analysiert. Es wurden jeweils 10.000 Zellen/Well in Finffachansatzen in einer 96-Well-Platte
ausgesat. 96 h spater wurden die Zellen mit im Medium geloésten Fmoc-L-Methionin (2,03mM) und
zur Kontrolle mit einer Mediumvariante die 1,25 % DMSO enthdlt sowie dem Vollmedium
inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels einer Kristallviolett-Lebendfarbung und im Anschluss
die photometrische Auswertung im Elisa Reader. Die Ergebnisse wurden in drei voneinander
unabhangigen Versuchen reproduziert. Die gemittelten Ergebnisse der drei Versuche sind in den
Abbildungen zusammengefasst.

Unter konfluenten Bedingungen fuhrte die Zugabe von Fmoc-L-Methionin bei allen
untersuchten Zelllinien zu einer Abnahme der relativen Zellzahl. Der drastischste
Effekt konnte bei den Zelllinien HeLa, FaDu und Detroit562 festgestellt werden,
aber auch bei den Zelllinien L929, HaCaT und SCC9 war eine deutliche
Reduktion zu erkennen. Fmoc-L-Methionin bewirkte bei der Zelllinie SCC25 im
Vergleich zur Kontrolle (1,25 % DMSO) keine Zellzahlreduktion und scheint

daher fur diese Zelllinie nicht zytotoxisch zu sein.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Aminosaure-Restriktion in Form der
Methionin- und  Cystein-Restriktion auf die Proliferation von humanen
Plattenepithelzelllinien (FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25) sowie den als
Kontrolle verwendeten humanen Zelllinien HeLa und HaCaT und der murinen
Fibroblastenzelllinie L929 untersucht. In vitro sollte u.a. analysiert werden, ob
sich dieser Ansatz grundsatzlich als Therapieform im Plattenepithelkarzinom
eignet (Abb. 34, links).

Die Zelllinie L929 diente zudem zur Etablierung eines murinen Zellsystems, das
zukunftig die einfache und schnelle Analyse von z.B. CRMs ermoglichen soll. Der
Metabolismus dieser Zellen wurde Uber einen Zeitraum von funf Tagen alle 24 h
anhand massenspektrometrischer Untersuchungen analysiert. Diese Ergebnisse
dienten der Erstellung eines metabolen Fingerabdrucks, der charakteristisch fur
die Methionin-Restriktion beziehungsweise den somit induzierten Low-Energy-
Metabolismus ist. Dabei sollten die Zellen sowohl unter proliferierenden wie nicht
proliferierenden Bedingungen analysiert werden, um die beiden Situationen des
Tumors — metastasierend beziehungsweise stagnierend/etabliert — auf der
Ebene des Metabolismus zu simulieren (Abb. 34, Mitte).

Zusatzlich wurde der Einfluss der Methionin-Restriktion auf die Gesamt-
proteinmenge bzw. die Proteinexpression in L929 mittels eines modifizierten
Bradfords analysiert (Abb. 34, Mitte).

Da die Methionin-Restriktion im Labor in vitro zwar gut durchfihrbar ist, aber die
Umsetzung als Therapieoption deutlich schwieriger ist, wurden verschiedene
Aminosaure-Analoga untersucht, die kunftig als potentielle CRMs eingesetzt
werden konnten (Abb. 34, rechts).
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In vitro Analyse der Methionin-Restriktion im murinen Modellsystem

L929 sowie im Platteneptihelkarzinom (HNSCC)

Proliferationsverhalten
unter Aminosaure-
Restriktion

L929 als murines
Modellsystem

Aminosdure-Analoga
als potentielle CRMs

Abb. 34. Arbeitsprogramm — schematische Ubersicht.

Die grundlegenden Ergebnisse, die anhand dieser Arbeit gewonnen werden
konnten, werden schwerpunktmafig diskutiert und umfassen die folgenden
Themenbereiche:

(1) Die Aminosaure-Restriktion (sowohl die Methionin-, die Cystein- als auch
die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion) hat eine antiproliferative
Wirkung auf die untersuchten Zelllinien.

(2) Die Methionin-Restriktion scheint die zellulare Gesamtproteinmenge in
der murinen Zelllinie L929 nicht drastisch zu beeinflussen.

(3) Die Methionin-Restriktion wird auf Ebene des Metabolismus der murinen
Zelllinie L929 stark reflektiert und eignet sich daher zur Erhebung des
metabolischen FuR-/Fingerabdrucks des Low-Energy-Metabolismus unter
Methionin-Restriktion. Diese ahneln sich unter proliferativen und
konfluenten Bedingungen stark. Auffallig ist, dass die Konfluenz per se
nicht zu einem dem Low-Energy-Metabolismus vergleichbaren Meta-
bolismus fuhrt. Obwohl die Zelle nicht mehr proliferiert, der Energiebedarf
also sinkt, bleibt die Zelle unter normalen Bedingungen im High-Energy-
Metabolismus.
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(4) Die Zelllinien reagieren auf verschiedene Aminosaure-/Methionin-
Analoga. Der Einsatz von Aminosaure-Analoga als CRM scheint
grundsatzlich eine mogliche Option darzustellen. Jedoch muss in
weiterfuhrenden Untersuchungen unter anderem der exakte Wirk-
mechanismus der Analoga, wie auch die potentiell zytotoxische Wirkung

genauer analysiert werden.

4.1 Antiproliferative Wirkung der Methionin-Restriktion in
HNSCC-Zelllinien

Die Aminosaure-Restriktion (sowohl die Methionin-, die Cystein- als auch die
kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion) fuhrte bei allen analysierten Zelllinien
zu einer signifikanten Zellzahlreduktion. Jedoch stellt sich die grundlegende
Frage, ob das Prinzip des durch die Methionin-Restriktion induzierten Low-
Energy-Metabolismus und die damit einhergehende verminderte Zellproliferation
wirklich funktioniert, oder ob die Zellzahlregression lediglich auf einem

vermehrten Zelltod beruht.

Aus diesem Grund wurden die Zellen zunachst Uber einen Zeitraum von funf
Tagen unter Methionin-Restriktion mikroskopisch analysiert (Abb. 10). Anhand
der mikroskopischen Aufnahmen waren keine morphologisch relevanten
Unterschiede zwischen den Zellen unter Methionin-Restriktion gegenuber den
Zellen in Vollmedium zu erkennen. Zu den Untersuchungszeitraumen machten
alle analysierten Zelllinien einen vitalen Eindruck und es gab keine Anzeichen,
die auf einen schlechten physiologischen Zustand oder gar eine Form des

Zelltodes hindeuteten.

Neben der mikroskopischen Analyse wurde in ZytoTox-Assays unter konfluenten
Bedingungen analysiert, ob die Methionin-Restriktion die Zellproliferation
inhibiert, oder ob der Zelltod in irgendeiner Form Einfluss auf die Zellzahl hatte.
Das Ergebnis war, dass die Zellzahl unter Methionin-freien Bedingungen um
maximal 10 % geringer war. Dies ist entweder auf eine verlangsamte Proliferation
im Vergleich zur Kontrolle zuruckzufuhren, da die Zellen auch unter fast

konfluenten Bedingungen immer noch etwas proliferieren konnen, oder aber auf
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einen Zelltod mit einem Wert von hochstens ca. 10 % (Abb. 11). Im letzteren Fall
spielt der Zelltod aber nur fur einen sehr geringen Teil der Zellen eine Rolle und
der grundlegende Effekt der Zellreduktion kann auf eine verminderte Zell-

proliferation zuruckgefuhrt werden.

Zudem wurden die Zellen mittels WST1-Vitalitats-Assays nach 24 h und 120 h
unter Methionin-Restriktion untersucht. Diese Methode beruht auf der Messung
der Stoffwechselaktivitat in Form von Reduktionsaquivalenten. Das Schlussel-
molekul fur die mitochondriale Reduktion, auf der Vitalitdtsassays wie der MTT-
oder der in dieser Arbeit genutzte WST1-Assay beruhen, ist NAD(P)H. Allerdings
wird die NAD(P)H-Konzentration wie auch die metabolische Aktivitat durch
zahlreiche Faktoren beeinflusst, was zu einer moglichen Fehleinschatzung der
Ergebnisse fuhrt. Daher stellen die erwahnten Assays keine geeignete Methode
zur exakten Quantifizierung von Zellen dar (Stepanenko and Dmitrenko, 2015).
Da aber nur vitale Zellen WST1 reduzieren kdnnen, diente dieser Versuch hier
als weiterer Vitalitatsnachweis der Zellen unter Methionin-Restriktion. Das ver-
ringerte Signal der Zellen unter Methionin-Restriktion kann entweder eine
geringere Zellzahl, eine verringerte Stoffwechselaktivitat oder eine Kombination
aus beidem reflektieren (Abb. 12). Allerdings zeigten die Zellen auch unter

Methionin-Restriktion eine eindeutige Stoffwechselaktivitat und sind somit vital.

Die Kombination der Ergebnisse des ZytoTox-Assays unter Methionin-
Restriktion und konfluenten Bedingungen, des WST1-Vitalitats-Assays und die
mikroskopische Analyse lassen einen deutlich vermehrten Zelltod als Ursache
fur die Abnahme der relativen Zellzahl unter Methionin-Restriktion als sehr
unwahrscheinlich erscheinen — wenn Uberhaupt scheinen nur sehr wenige Zellen
zu sterben. Viel wahrscheinlicher ist, dass die Methionin-Restriktion in den

analysierten Zelllinien eine starke antiproliferative Wirkung hat.

Die Methionin-Restriktion erwies sich bereits sowohl in vitro als auch in vivo
Studien wirksam gegen Krebs (Wanders et al., 2020). So konnte in ver-
schiedenen Tiermodellen durch die Methionin-Restriktion eine Regression des
Tumorwachstums erreicht werden (Komninou et al., 2006, Hens et al., 2016). Die
Ergebnisse der Proliferationsassays uber sieben Tage unter Methionin-

Restriktion (Abb. 13A), die in dieser Arbeit durchgefuhrt wurden, korrelieren mit
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den Daten der bisher beschriebenen Studien. Alle untersuchten Zelllinien
sprachen eindeutig auf die Methionin-Restriktion an. Da der Schwerpunkt der
Forschung der Mund-, Kiefer- und Plastischen Gesichtschirurgie der Universitats-
klinik Warzburg auf dem Plattenepithelkarzinom liegt, wurden zusatzlich vier
HNSCC-Zelllinien verwendet: FaDu, Detroit562, SCC9 und SCC25. Die
niedrigsten durch die Methionin-Restriktion erreichten, prozentualen Werte der
vier HNSCC-Linien lagen im Schnitt bei 60,65 % + 11,7 %. Als Kontrollzelllinien
wurden zusatzlich die humanen Zelllinien HeLa und HaCaT, wie auch die murine
Fibroblastenzelllinie L929, verwendet. Diese Zelllinien zeichnen sich durch ein
deutlich besseres Ansprechen auf die Methionin-Restriktion aus. Hier fuhrte die
Methionin-Restriktion zu einer Inhibition von tber 50 %. Bei der murinen Zelllinie
L929 konnte unter Methionin-Restriktion bereits nach 48 h eine Inhibition von
uber 50 % festgestellt werden, was unter anderem ein Grund dafur ist, dass diese
Zelllinie in dieser Arbeit als Modellsystem etabliert werden konnte. Die deutlich
erhohte Stoffwechselgeschwindigkeit in murinen Systemen kénnte ein Grund fur
das gute und schnellere Ansprechen dieser Zelllinie sein. Abb. 13A zeigt in einer
Zusammenfassung die antiproliferative Wirkung der Methionin-Restriktion fur die

in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien.

Im Gegensatz zu den Kontrollzelllinien scheinen die HNSCC-Zelllinien den
Methioninmangel zumindest teilweise kompensieren zu konnen und erreichen ab
dem dritten Tag eine Art Plateauphase, wahrend das Wachstum der Kontroll-
zelllinien auch ab dem dritten Tag kontinuierlich verlangsamt wird. Daher stellt
sich die grundlegende Frage, wie es die HNSCC-Zelllinien schaffen, nach den
ersten 72 h Methionin-Restriktion wieder schneller zu wachsen?

Mogliche Ursachen konnten sein, dass die Tumorzellen in der Lage sind (1) die
Signale fur den Low-Energy-Metabolismus zu ignorieren, oder (2) es schaffen,
das fehlende Methionin zu kompensieren.

Denkbar ware, dass die Tumorzellen Mutationen haben, wodurch sie das Fehlen
der Aminosaure Methionin nicht registrieren und somit weiter proliferieren
konnen. Zum Beispiel konnten Mutationen im Protein SAMTOR dazu fuhren,
dass mangelndes SAM beziehungsweise Methionin von den Zellen nicht mehr

registriert werden kann, wodurch das uber mTOR vermittelte Zellwachstum nicht
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inhibiert wird (siehe Kapitel 1.2.4, Einleitung). Demzufolge wirde das
Zellwachstum erst wenn gar kein oder sehr wenig Methionin zur Verfligung ware,

zum Erliegen kommen.

Zudem gibt es in der Regel in der Tumormikroumgebung eine ganze Reihe an
Impulsen durch Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel Interleukine (z.B. IL-8)
oder Faktoren wie EGF, IGF (siehe auch Kapitel 1.2.4, Einleitung). Aus vor-
herigen Untersuchungen der in dieser Arbeit analysierten Zelllinien ist bekannt,
dass sie IL-8 sekretieren (Scheurer et al., 2019). Die Tumorzellen sind womoglich
in der Lage autokrin/parakrin so viele Wachstumsimpulse zu generieren, dass
diese den inhibitorischen Effekt der Methionin-Restriktion iberwiegen und mTOR
massiv aktivieren, was letztlich - trotz Methioninmangel - zu einer fortgeflhrten

Proliferation fuhrt.

Optionen zur Kompensation des Methioninmangels waren verschiedene Wege
den Methioninverbrauch zu verringern, oder die Regeneration der Aminosaure
aus Abbauprodukten. So konnte zum Beispiel das intrazellulare Methionin
geschont werden, indem weniger Glutathion synthetisiert wird. Wie bereits
erwahnt, wird fur die Synthese von Glutathion neben Glutamat und Glycin auch
Cystein bendtigt. Aufgrund des engen Zusammenhangs des Stoffwechsels der
beiden schwefelhaltigen Aminosauren Cystein und Methionin (siehe auch
Abb. 8) korreliert ein erhdhter Cysteinverbrauch mit einem erhéhten Methionin-
verbrauch.

Eine weitere Erklarung ist, dass, aufgrund des geringen zellularen
Energieniveaus durch die Methionin-Restriktion, die Autophagie induziert wird
(Madeo et al., 2015, Ruckenstuhl et al., 2014). Durch die Wiederverwertung von
Zellstrukturen, fehlgefalteten Proteinen, aber auch ganzen Organellen wie
defekten Mitochondrien, kdnnte Uber die endogenen Abbauprodukte der Proteine
Methionin regeneriert werden. Die HNSCC-Zellen konnen diesen Mechanismus
eventuell verstarkt nutzen.

Auch ein verlangsamter Proteinabbau zur Reduktion des Methioninbedarfs ware
denkbar. Proteine haben unterschiedliche Halbwertszeiten von Stunden bis Tage
(Eden et al., 2011). Wenn man die Halbwertszeit verlangern konnte, z.B. durch

einen verlangsamten Proteinabbau, ware die Proteinbiosynthese und somit auch
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der Methioninverbrauch verringert. Die Umsetzung ist z.B. durch veranderte
Ubiquitinylierungen oder Sumoylierungen moglich. Die beiden Molekile Sumo
und Ubiqutin kdnnen durch Anheftung Proteine fur den Abbau markieren. Sowohl
der Abbau einzelner Proteine als auch von einem Grol3teil des Proteoms wird
von der Zelle durch diesen Mechanismus auf sehr prazise Art reguliert
(Hochstrasser, 2009, Hickey et al., 2012). Zukunftige massenspektrometrische
Untersuchungen der HNSCC-Zelllinien unter Methionin-Restriktion konnten auch
fur diese Fragen Antworten liefern. Allerdings bietet sich dann die
massenspektrometrische Analyse des Proteoms an. Zusammenfassend ist die
antiproliferative ~ Wirkung der  Methionin-Restriktion auch in  den
Plattenepithelzelllinien eindeutig und stellt somit einen mdglichen

Therapieansatz dar.

4.2 Cystein-Restriktion als Alternative zur Methionin-
Restriktion

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben ist der Ansatz der Methionin-Restriktion
eine vielversprechende Option zur Inhibition des Wachstums. Alle untersuchten
Zelllinien - selbst die Tumorzelllinien - sprechen eindeutig mit einer verminderten
Proliferation auf die Methionin-Restriktion an. Die Methionin-Restriktion lasst sich
im Labor mittels Methionin-freiem Medium einfach und standardisiert durchfihren
und eignet sich daher auch gut zur Erhebung des metabolen Profils des durch
die Methionin-Restriktion induzierten Low-Energy-Metabolismus. Allerdings lasst
sich die Methionin-Restriktion als Tumortherapie nur schwer umsetzen, da sich
die Methioninzufuhr selbst durch eine strenge Diat nicht ausreichend reduzieren
lasst. Das isolierte, bakterielle Enzym Methionase, welches Methionin zu alpha-
Ketobutyrat, Methanethiol und Ammoniak spaltet, kann bei oraler Aufnahme in
Form eines Medikamentes zu denselben Effekten fuhren wie eine direkte
Methionin-Restriktion. Der Einsatz dieses Enzyms konnte bereits in praklinischen

Studien das Tumorwachstum hemmen (Cellarier et al., 2003, Tan et al., 1999).

Aufgrund des engen Zusammenhangs des Stoffwechsels der Aminosauren

Methionin und Cystein (siehe Abb. 8) konnte die Cystein-Restriktion eine
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mogliche Alternative darstellen. Dabei gibt es im Wesentlichen zwei Wirk-
mechanismen. Erstens, dass Cystein selbst — genau wie Methionin — bei einer
Restriktion einen Low-Energy-Metabolismus - z.B. mTOR vermittelt - induzieren
kann oder zweitens, dass das fehlende Cystein aus dem vorhandenen Methionin
synthetisiert wird und so indirekt Uber den kontinuierlich abnehmenden
Methionin-Pool einen Low-Energy-Metabolismus induziert. Prinzipiell kann eine
Cystein-Restriktion auf molekularer Ebene dieselben Auswirkungen haben wie

die Methionin-Restriktion.

Kritisch ist jedoch, inwieweit die Aminosauren Cystein und Methionin ineinander
umgewandelt werden konnen. Rein energetisch ist die Umwandlung von Cystein
zu Methionin extrem ungunstig und kommt laut Lehrbuch nur in Bakterien und
Pflanzen vor. Allerdings gibt es bereits Studien, die beschreiben, dass eine
Cystein-Supplementierung einige der vorteilhaften Veranderungen unter
Methionin-Restriktion rickgangig macht (Gomez et al., 2015, Perrone et al.,
2012). Allerdings sind die biochemischen Reaktionen und Mechanismen bis dato
vollkommen unklar. Eine einfache Erklarung ware, dass nicht das Molekil
Methionin selbst durch Cystein kompensiert wird, sondern dass die verringerte

Glutathionsynthese durch das Cystein direkt kompensiert werden kann.

Zusatzlich gab es in praklinischen Studien bereits Erfolge bei der pharma-
kologischen Inhibition der beiden Cystein-synthetisierenden Enzyme,
Cystathionin-B-Synthase und Cystathionin-y-Lyase. Durch die Hemmung dieser
Enzyme konnte sowohl das Metastasierungs- als auch das Rezidivrisiko gesenkt
werden und zudem die Wirkung von Standard-Chemotherapeutika, wie z.B.
Cisplatin, verstarkt werden (Hellmich et al., 2015). Grundsatzlich scheint eine
Umsetzung der Cystein-Restriktion als Therapieoption moglich. Der klare Vorteil
ist, dass man hier mit Hilfe von Inhibitoren der beiden genannten Cystein-
Synthese-Enzyme medikamentds in den Stoffwechsel eingreifen kann. Bis dato
sind eine ganze Reihe von Inhibitoren entwickelt worden, deren Potential
innerhalb der Krebstherapie oder gar als Low-Energy-Metabolismus
induzierende CRMs wenig bis gar nicht untersucht sind. Allerdings steht bisher
nicht die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus im Vordergrund, sondern die

Reduktion von H2S, welches u.a. wahrend des Abbaus von Cystein entsteht. H>S
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kann eine Vielzahl von biologischen Prozessen beeinflussen, spielt aber auch
beim Tumorwachstum durch die Fo6rderung der Proliferation und der
Angiogenese eine bedeutende Rolle (Szabo and Papapetropoulos, 2017).
Cystein-Synthase-Inhibitoren kdnnten also multifaktoriell als Krebstherapeutikum

wirksam sein.

Die Ergebnisse der Proliferationsassays (Abb. 9 und Abb. 14) zeigen, dass die
Cystein-Restriktion das Wachstum der untersuchten Zelllinien nahezu im selben
Ausmall wie die Methionin-Restriktion inhibiert. Wie auch in der Literatur
beschrieben scheint die Restriktion einer einzelnen Aminosaure ausreichend zu
sein (Sugimura et al., 1959) und die kombinierte Methionin-Cystein-Restriktion
fuhrte nur zu einer marginalen Verstarkung des antiproliferativen Effekts. In
weiterfUhrenden Versuchen gilt es zu Uberprifen, ob die Cystein-Restriktion auf
der Ebene des Metabolismus dieselben Stoffwechselprozesse wie die Methionin-
Restriktion induziert und zu einem Low-Energy-Metabolismus fuhrt. Wenn dem
so ware, konnte eine Therapie basierend auf Cystein-Synthese-Inhibitoren oder
auf Cystein-Analoga einen vielversprechenden Ansatz zur Tumortherapie

darstellen.

4.3 Zellulare Gesamtproteinmenge unter Methionin-Restriktion

Da Methionin bei fast allen Lebewesen bei der Proteinbiosynthese als erste
Aminosaure eingebaut wird, konnte man annehmen, dass sich eine Methionin-
Restriktion auf die Proteinsyntheserate auswirkt und so zu einer Abnahme des
zellularen Gesamtproteingehalts fuhrt. Entgegen dieser Annahme konnte gezeigt
werden, dass sich die zellulare Gesamtproteinmenge in L929 Uber einen
Zeitraum von funf Tagen durch Methionin-Restriktion nicht signifikant verandert
und selbst nach funf Tagen Methionin-Restriktion um nicht mehr als den

groBmoglichsten Fehler von + 15,8 % abweicht.

Als Fazit dieser Versuche lasst sich festhalten, dass die =zellulare
Gesamtproteinmenge durch die Methionin-Restriktion auf keinen Fall drastisch
einbricht. Auch hierfur ware die Induktion der Autophagie aufgrund der geringen
zellularen Methionin-Konzentration und dem damit einhergehenden geringen

zellularen Energieniveau eine mogliche Erklarung (Madeo et al, 2015).

104



Diskussion

Methionin konnte in diesem Fall direkt durch die Wiederverwertung von
zelleigenen Proteinen aus endogenen Abbauprodukten regeneriert werden und
ware dann als Start-Aminosaure fur die Proteinsynthese wieder verfugbar, was
die nahezu gleichbleibende zellulare Gesamtproteinmenge erklaren wurde.
Alternativ kdonnte allerdings auch die Halbwertzeit der Proteine erhoht werden,
indem der Abbau verlangsamt wird. Die Regulation ist mittels der bereits
erwahnten Molekile SUMO und Ubiquitin mdglich (Hickey et al., 2012,
Hochstrasser, 2009).

Anhand der verwendeten Methode, dem modifizierten Bradford-Assay, konnte
allerdings lediglich die Gesamtproteinmenge bestimmt werden. Es ist nicht
moglich, eine Aussage Uber die Proteinsyntheserate oder quantitative
Unterschiede bestimmter Proteine zu treffen. Daher kdnnte man in weiteren
Versuchen durch den Einbau von O-Propargyl-Pyromycin (OPP) und dem
anschliefenden Labeln mit Fluorophoren mittels Click-Chemie die Veranderung
der Proteinsyntheserate unter Methionin-Restriktion genauer analysieren.
Ebenfalls konnte man mittels einer intensiven Coomassie-Blau-Farbung von
SDS-PAGE-Gelen und der anschliefenden Verwendung eines Imaging Systems
Veranderungen der Bandenintensitaten auswerten. Die einzelnen Banden eines
Polyacrylamidgels entsprechen Proteinen bestimmter GroRe, es kdnnte sein,
dass die Methionin-Restriktion zu aussagekraftigen Veranderungen einzelner
Banden fuhrt. In diesem Fall konnte man die Proteine aus dem Gel extrahieren
und analysieren und so Ruckschlusse auf spezifische Protein-Veranderungen
durch die Methionin-Restriktion gewinnen. So konnte man die Protein-
Konzentration neben dem Bradford-Assay anhand einer weiteren Methode
bestimmen, was eine genauere Aussage Uber die zellulare Proteinmenge unter
Methionin-Restriktion zulasst. Ebenfalls geeignet ware die auch in dieser Arbeit
schon verwendete Methode der Massenspektrometrie. In diesem Fall kdnnte
sehr spezifisch das Proteom analysiert und Aussagen uber die Dynamik

einzelner Proteine getroffen werden.
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4.4 Metabolismus unter Methionin-Restriktion

Die massenspektrometrische Untersuchung der murinen Zelllinien L929 konnte
zeigen, dass die Methionin-Restriktion auf Ebene des Metabolismus stark
reflektiert wird. Die Analyse der Vielzahl an Metaboliten lieferte wertvolle neue
Erkenntnisse, die Ruckschlisse uUber veranderte Stoffwechselwege zulassen.
Die Zellen wurden sowohl unter proliferierenden wie nicht proliferierenden
Bedingungen analysiert, um die beiden Situationen des Tumors — metas-
tasierend beziehungsweise stagnierend/etabliert — auf der Ebene des
Metabolismus in einem sehr vereinfachten Modell zu simulieren. Im Folgenden
werden nur einige ausgewahlte, besonders aussagekraftige Metabolite diskutiert.
Eine Ubersicht der Gesamtergebnisse ist im Appendix dargestellt.

Wie bereits erwahnt ist der intrazellulare Gehalt nahezu aller proteinogenen
Aminosauren (bis auf Arginin, Lysin, Tyrosin, Glutamin, Valin und Cystein) unter
Methionin-Restriktion vor allem unter proliferierenden Bedingungen in der
Zelllinie L929 drastisch gesunken und extrazellular bei einzelnen Aminosauren
angestiegen (siehe Abb. 18). Auf den ersten Blick wirkt diese Reaktion der Zellen
auf die Methionin-Restriktion nicht logisch. Der Grund fur die Sekretion der
Aminosauren im Low-Energy-Metabolismus konnte trotzdem der Energiemangel
sein. Eventuell sezernieren die Zellen in diesem Zustand Aminosauren, die im
Organismus uber die Leber aufgenommen werden, damit diese zu Ketosauren -
wie beispielweise Oxalacetat - umgebaut und mittels Glukoneogenese wieder zu
Glukose verstoffwechselt werden konnen.

Die Aminosauren Arginin, Lysin, Tyrosin und in geringerem Mafl3e Glutamin, Valin
und Cystein bilden eine Ausnahme und nehmen intrazellular unter Methionin-
Restriktion zu. Arginin ist an der NO-, der Ornithin-, der Kreatinin- und wie bereits
erwahnt an der Spermidin-Synthese beteiligt (Moncada and Higgs, 1993, Madeo
et al., 2018, Morris, 2016). Die ketogene Aminosaure Lysin ist, wie Methionin, fur
die Bildung von L-Carnitin verantwortlich, was wiederum fur den Fetttransport in
die Mitochondrien von Bedeutung ist. Beim Lysinabbau wie auch beim Abbau der
verzweigtkettigen Aminosauren (Leucin, Isoleucin und Valin) entsteht auRerdem
Acetyl-CoA. Acetyl-CoA fungiert zum einen als Energiequelle und kann in den

Citratzyklus eingeschleust werden, spielt aber auch eine entscheidende Rolle bei

106



Diskussion

Proteinacetylierungsprozessen von Histonen (Gil et al., 2017). Tyrosin spielt bei
der Synthese einiger anderer Metaboliten wie DOPA, Dopamin, Katecholamine,
Melanin, Thyroxin und Tyramin eine Rolle. Die Aminosaure Glutamin hat im
Allgemeinen eine sehr zentrale Bedeutung fur den Stoffwechsel. Beim
Glutaminabbau entstehen durch die Glutaminolyse im Wesentlichen das
anaplerotische a-Ketoglutarat und Oxalacetat als Zwischenprodukte des
Zitratzyklus (Hensley et al., 2013). Die Glutaminolyse wird von Tumorzellen
verstarkt genutzt. AulRerdem dient Glutamin wie Glycin und Aspartat als C-Atom-
und Stickstoffdonor fur die Purinbiosynthese (Zhang et al., 2008). Grundsatzlich
sind diese Aminosauren als wertvolle Ressourcen zu betrachten, die die Zellen
unter Methionin-Restriktion bewahren. Was letztlich die primare Ursache fur die
intrazellulare Ansammlung dieser Aminosauren im Low-Energy-Metabolismus
ist, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Anhand der hoheren
Konzentration im metabolen Profil I&sst sich nicht feststellen, ob die Aminosauren
lediglich gespeichert werden oder einen hoheren Umsatz darstellen. Der genaue
Zusammenhang muss in weiterfuhrenden Untersuchungen erst experimentell
validiert werden. Eine Moglichkeit zur Nachverfolgung des Auf-/Abbaus waren

massenspektrometrische Untersuchungen mit isotopenmarkierten Metaboliten.

Der Einfluss der Methionin-Restriktion auf die ,direkt Methionin/Cystein
abhangigen Metabolite”, wie GSH, GSSG, Homocystein, Homoserin,
S-Adenosylhomocystein, S-Adenosylmethionin (SAM), Kreatin, Kreatinin,
Carnitin und Spermidin ist ebenfalls deutlich erkennbar. Jedoch werden diese
sehr unterschiedlich reguliert. Trotz des Methioninmangels nimmt die Synthese
nicht bei all diesen Metaboliten konstant ab. Sowohl der SAM- als auch der
Kreatinin-Gehalt steigen an. Der unter Methionin-Restriktion steigende intra-
zellulare SAM-Gehalt konnte auf eine allgemeine Speicherung von SAM als
zellulare Methionin-Reserve hinweisen (siehe auch Abb. 8) (Cavuoto and
Fenech, 2012). Die Kreatin-Menge hingegen nahm intrazellular bei Methionin-
Restriktion kontinuierlich ab, die Menge des Abbauprodukts Kreatinin zu. Fur die
Kreatin-Synthese wird neben den Aminosauren Arginin und Glycin SAM (und fur

dessen Synthese Methionin) bendtigt. Kreatin ist in Form von Kreatinphosphat
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ein wichtiger Energietrager und auch bei der Synthese von ATP aus ADP von
Bedeutung. In der Erholungsphase wird das Kreatin hauptsachlich Uber eine
membrangetragene mitochondriale Kreatinkinase rephosphoryliert. Ein zu-
nehmender Kreatingehalt kdnnte auf einen hoheren Bedarf beziehungsweise
Umsatz an Kreatin und eine Verschiebung der ATP-Produktion durch oxidative
Phosphorylierung hinweisen (Wallimann et al., 2011). Indirekt wird die Kreatin-
Menge eventuell auch Uber das gespeicherte SAM reguliert, wenn dies nicht
mehr fur die Synthese zur Verfugung gestellt wird.

Ein anderes Beispiel ist Acetoacetat. Ein energiereiches Molekul, das zum einen
beim Abbau der ketogenen Aminosaure Lysin entsteht und in erhohter
Konzentration auflerdem ein Zeichen daflr ist, dass sich die Stoffwechsellast auf
den Fettstoffwechsel verschiebt. Der intrazellulare Acetoacetatgehalt steigt
kontinuierlich an (siehe Abb. 21), ein Teil wird von L929 unter Methionin-
Restriktion sogar noch sezerniert (siehe Appendix). Bedeutend ist ebenfalls, dass
der Gehalt an Hydroxybutyrat unter Methionin-Restriktion nicht steigt (siehe
Appendix). Zusammen mit Aceton bilden Hydroxybutyrat und Acetoacetat die
Gruppe der Ketokorper, die bei langerem Glukosemangel im Hungerstoffwechsel
gebildet werden und eine ganz wesentliche Anderung im Energiestoffwechsel im
Organismus bedeuten. Der Low-Energy-Metabolismus und der Hunger-

stoffwechsel unterscheiden sich also deutlich.

Neben der Sekretion von Aminosauren oder Acetoacetat, die an anderer Stelle
als Energiequelle genutzt werden, konnen die sezernierten Metabolite auch
Signalmolekule fur den energetischen Zustand der Zelle sein. So ist
beispielsweise Spermidin ein Molekul, das eine besondere Rolle im
Energiestoffwechsel spielt. Die Spermidinmenge ist ein Indikator fur den
energetischen Zustand der Zelle. Wenn die intrazellulare Menge an Spermidin in
einer Zelle — wie in L929 unter Methionin-Restriktion — sinkt, wird die Protein-
synthese drastisch reduziert und die Zellproliferation gehemmt (Morris, 2016).
Ein Faktor, der die intrazellulare Spermidin-Synthese hemmt, ist der steigende
SAM-Gehalt (Seckuté et al., 2011). Dem entgegen steht die extrazellulare

Spermidin-Konzentration (siehe Appendix), die bei L929 unter Methionin-
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Restriktion steigt, was fur die umliegenden Zellen ein Signal fur einen Low-
Energy-Metabolismus sein konnte. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass
aufgenommenes extrazellulares Spermidin zur Induktion der Autophagie fuhrt
(Chen et al., 2018). Allerdings ist nicht beschrieben, wie die Zelle zwischen intra-
und extrazellularem Spermidin unterscheidet, da das aufgenommene Spermidin
ja die intrazellulare Konzentration ansteigen lasst und somit eigentlich dem
intrazellularen Effekt der Inhibition der Proteinsynthese und Proliferation
entgegenwirkt. Mdglich ware, dass Spermidin Uber spezifische Rezeptoren
aufgenommen wird und/oder Uber einen vesikularen Transport in die Zelle
gelangt und von dort die Autophagie induziert, somit nicht in den zyto-
plasmatischen Bereich der Zelle gelangt. Auch waren diverse Modifikationen des
Spermidin wahrend der Aufnahme denkbar, z.B. durch Acetylierungen, die

Spermidin in ein Autophagie-induzierendes Molekul transformieren.

Die verminderte Spermidin-Synthese ist auch im Zusammenhang mit der
Aminosaure Arginin (Kapitel 3.2.4.1) zu sehen, welche im Gegensatz zu den
meisten anderen proteinogenen Aminosauren intrazellular in hoherer
Konzentration vorhanden ist. Da unter Methionin-Restriktion weniger Spermidin
synthetisiert wird, wird auch weniger Putrescin verbraucht, was wiederum aus
Ornithin synthetisiert wird. Arginin wird wiederum aus Ornithin gebildet, was einer
der anaplerotischen Reaktionen des Citratzyklus entspricht. So lasst sich der
steigende Arginin-, Argininosuccinat- und Citrullin-Gehalt unter Restriktion als
Reservebildung fur stoffwechselaktivere Zeiten interpretieren.

Ein weiterer Indikator fur den Low-Energy-Metabolismus unter Methionin-
Restriktion sind die Kohlenhydrate. So konnte beobachtet werden, dass sich zum
Beispiel Fructose-1,6-bisphosphat intrazellular nach 4 Tagen Methionin-
Restriktion massiv ansammelt (siehe Appendix). Fructose-1,6-bisphosphat ist
sowohl bei der Glykolyse als auch bei der Glukoneogenese von zentraler
Bedeutung. Die Metabolite und Nebenprodukte der Glykolyse sind normaler-
weise im metabolischen Fluss, man kdnnte also von einem gesteigerten Auf-
/Abbau ausgehen. Zudem nahm die Konzentration an UDP-Glukose, einer
aktivierten Form der Glukose, welche als Startmolekil zur Glykogen-Synthese

bendtigt wird, intrazellular bereits ab dem ersten Tag zu. Eine mogliche Erklarung
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hierfir ware ein — aufgrund des geringen Energieniveaus — gesteigerter
Glykogenaufbau. Das Polysaccharid Glykogen besteht aus Glukose-Monomoren
und dient als Energiereserve. Allerdings bedarf dies weiterer Analysen, da die
Speicherung der Glukose im Low-Energy-Metabolismus auf den ersten Blick
nicht vollstandig logisch erscheint. Vielleicht bildet die Zelle aber tatsachlich, da
sie den Fettstoffwechsel aktiviert hat und solange dies noch moglich ist, einen

Glukose-Pool als Notfall-Reserve.

Auch an Molekulen wie ADP, ATP, NAD*, NADH, NADP* und NADPH, die als
zellulare Energiewahrung zu verstehen sind, wurde der Low-Energy-
Metabolismus deutlich. Die intrazellulare ADP- und ATP- Konzentration nahm mit
dem zeitlichen Verlauf der Restriktion kontinuierlich ab und das NAD*/NADH-
Verhaltnis erhdhte sich. Die Auswirkung des veranderten AMP/ATP-Spiegels und
des erhohten NAD*/NADH-Verhaltnisses durch die Methionin-Restriktion sind
wie die wichtigsten molekularen Mechanismen des Low-Energy-Metabolismus
(mTOR, AMPK und Sirtuine) in Kapitel 1.2.4 (Abb.4) beschrieben und
dargestellt.

So wird durch die verminderte ATP-Konzentration durch die Methionin-
Restriktion die Aktivitat von mTOR AMPK-vermittelt verringert, was zur Inhibition
von Wachstum und Zellproliferation fuhrt (Weichhart, 2018). Ein weiterer Effekt,
ausgelost durch die Methionin-Restriktion und dem erhdhten NAD*/NADH-
Verhaltnis, ist die Aktivierung der Sirtuine (Alves-Fernandes and Jasiulionis,
2019, Fang et al., 2017). Im Gegensatz dazu haben die Zellen unter Vollmedium
sowohl unter proliferativen wie auch konfluenten Bedingungen ein hohen
intrazellularen ATP-Level. Ein anderes Beispiel ist Spermidin, das wie bereits
erwahnt ein guter Marker fur einen Low-Energy-Metabolismus ist (Morris, 2016).
Die jeweiligen Verlaufe sind unter proliferativen und konfluenten Bedingungen fur
die unterschiedlichen Bedingungen identisch. Das heil3t, das Spermidin-Level
bleibt auch bei konfluenten Bedingungen im Vollmedium hoch. Die Zellen bleiben
also auf eine eventuelle Proliferation vorbereitet. Auffallig ist, dass die Konfluenz
per se nicht zu einem dem Low Energy vergleichbaren Metabolismus flhrt.
Obwohl die Zelle aufgrund der Kontaktinhibition nicht mehr proliferiert, der

Energie- und Metabolitenbedarf also sinkt, bleibt die Zelle unter normalen
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Bedingungen im High-Energy-Metabolismus. Der Low-Energy-Metabolismus ist
also ein spezieller Metabolismus, der unter proliferativen wie auch konfluenten
Bedingungen induziert werden kann.

Die Methionin-Restriktion fuhrte bei den Zellen zu einer Situation, in der
Wachstum und Proliferation drastisch reduziert werden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Plattenepithel-Krebszellen hingegen setzen den durch Methionin-
Restriktion induzierten Low-Energy-Metabolismus bedeutend schlechter um als
z.B. die Zelllinien L929 oder HelLa. Die HNSCC-Zelllinien lassen sich scheinbar
nicht gleichermal3en in einen Low-Energy-Metabolismus versetzen. Sie zeigen
somit typische Charakteristika, dass sie unter mehr oder weniger allen zellularen
Bedingungen wachsen und proliferieren, indem sie die extrinsischen und
intrinsischen Signale so weit moglich ignorieren und/oder kompensieren. Die
enorme ,egoistische Art* von Krebszellen ist eine gro3e Chance, sie anzugreifen.
Interessant und von groRer Bedeutung werden weiterfuhrende Arbeiten sein, die
die metabolen Fingerabdricke der Tumorzellen mit denen der Kontrollzellen
unter Methionin-Restriktion vergleichen, um so potentielle Unterschiede und
daraus folgend Angriffspunkte zu identifizieren.

Ein gutes Beispiel fur solch einen Angriffspunkt bieten die Erkenntnisse aus
dieser Arbeit Uber die intra- und extrazellularen Konzentrationen der
proteinogenen Aminosauren unter Methionin-Restriktion. Der Aminosaure-
stoffwechsel und auf diese Weise die Hemmung membranbasierter
Aminosauretransporter haben im letzten Jahrzehnt eine grof3e Relevanz erhalten
(Lieu et al., 2020).

Was passiert, wenn man die Methionin-Restriktion mit einem
Aminosauretransport-Inhibitor (zum Beispiel fur Arginin oder Glutamin) in der
Krebstherapie kombiniert? Durch die Methionin-Restriktion schafft man zwei
Extreme: die gesunden Korperzellen im Low-Energy-Metabolismus und die
Tumorzellen, denen es gelingt, die Signale zu ignorieren und im High-Energy-
Metabolismus zu bleiben. Glutamin hat eine gro3e Relevanz fur Tumorzellen und
hauptsachlich fir das Wachstum (Hensley et al., 2013). In L929 nimmt der
Glutamin-Gehalt im Low-Energy-Metabolismus zu, die gesunden Zellen

scheinen also nicht von extrazelluldarem Glutamin abhangig zu sein bzw.
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verbrauchen es nicht, sondern speichern es. Ein Glutamintransport-Inhibitor
konnte so moglicherweise den Tumor im High-Energy-Metabolismus treffen,
jedoch nicht die gesunden Zellen im Low-Energy-Metabolismus. Beispielsweise
fuhrte die pharmakologische Blockade des membranstandigen Glutamin-
transporters ASCT2 mit dem pharmakologischen Inhibitor V-9302 zu einem
abgeschwachten Wachstum und einer verminderten Proliferation von Krebs-
zellen sowie einem erhOhten Zelltod der Tumorzellen (Schulte et al., 2018).
Denkbar ware auch der Einsatz von Arginin- oder Glutamin-Analoga
beziehungsweise allgemein der Einsatz von Aminosaure-Analoga zur Tumor-
therapie (Sasamura et al., 1998, Guo et al., 1996).

Ein ahnliches Prinzip, das bereits Anwendung in der Tumortherapie findet, ist
extremes Fasten (also eine extreme und schnelle Art der Kalorien-Restriktion)
vor der Chemotherapie (z.B. mit Cisplatin) (Longo and Mattson, 2014). So kann
neben der Vertraglichkeit auch die Effizienz der Therapie gesteigert werden, da
Cisplatin vor allem eine Wirkung auf sich teilende Zellen hat. Die gesunden
Korperzellen befinden sich durch die Kalorien-Restriktion im Gegensatz zu den
weiter proliferierenden Tumorzellen im Low-Energy-Metabolismus und werden

so geschont und geschutzt.

4.5 Metaboler Fingerabdruck der Methionin-Restriktion

Anhand des metabolen Profils des durch die Methionin-Restriktion induzierten
Low-Energy-Metabolismus, soll zukunftig effizient Uberpruft werden kdnnen, ob
ein Low-Energy-Metabolismus vorliegt. Dazu sollen die zu einem bestimmten
Zeitpunkt auftretenden Unterschiede als Standard bzw. metabolischer Finger-
abdruck definiert werden. So sollen dann beispielsweise die bereits erwahnten
CRMs auf ihre Wirksamkeit getestet werden, indem das durch CRM induzierte
metabole Profil mit dem durch Methionin-Restriktion induzierten verglichen und

auf Gemeinsamkeiten analysiert wird.

Die Methionin-Restriktion flihrte bereits zum zweiten Messzeitpunkt nach 48 h zu
signifikanten Unterschieden des metabolen Profils. So lassen sich zum Beispiel
bei ADP, ATP, NAD+ deutliche Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle erkennen

(siehe Abb. 23). Mit dem zeitlichen Verlauf nimmt sowohl die Signifikanz als auch
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die Anzahl der unterschiedlichen Metabolite stetig zu. Die Anzahl von ca. 50
Metaboliten gibt die Mdglichkeit, dieses Profil mit anderen Profilen zu vergleichen
und anhand der Anzahl der Ubereinstimmenden Tendenzen eine differenzierte
Aussage zu treffen, ob es sich um einen Low-Energy-Metabolismus handelt oder
nicht. Allerdings bendtigt man in diesem Fall grundsatzlich die Analyse per
Massenspektrometrie, eine Methode, die nicht in jedem Labor zur Verfugung
steht und zusatzlich eines gewissen Aufwandes bedarf. Effizienter ist eine
Reduktion der Metabolite auf eine geringere Anzahl, die grundsatzlich hohe
Aussagekraft haben.

In einem ersten Ansatz sind hierfur die Metabolite Acetoacetat, Spermidin,
Kreatin, Glutathion, das Verhaltnis von ADP/ATP, UDP-Glucose und die
Pantothensaure ausgesucht worden. Diese Metabolite lassen sich zum Teil
durch einfache Kits beziehungsweise klinisch-chemische Laboruntersuchungen
messen, sodass auf die kosten- und zeitaufwandigen massenspektrometrischen
Untersuchungen verzichtet werden kann. Acetoacetat fungiert bei der Analyse
des kleinen Fulabdrucks als Stellvertreter des Fettstoffwechsels (Abb. 21),
Spermidin als Regulator der Proteinsynthese (Abb. 20), Kreatin wie auch das
Verhaltnis von ADP/ATP als Energiesensor (Abb. 20 und Abb. 22) und GSSG,
dessen Synthese direkt Methionin bzw. Cystein abhangig ist, als indirekter
Methioninsensor (Abb. 20). Dass sich die relativen Stoffmengen dieser
Metabolite unter Methionin-Restriktion sowohl bei konfluenten als auch bei
proliferativen Bedingungen im selben Malde verandern, zeigt, dass es sich bei
Spermidin, Acetoacetat, Kreatin und GSSG tatsachlich um Low-Energy-Marker
handelt (Abb. 25).

4.6 Aminosaure-Analoga als potentielle Therapieoption

Kalorienrestriktionsmimetika (CRMs) und der durch diese Molekule induzierte
Low-Energy-Metabolismus stellen, wie in Kapitel 1.3.1 bereits beschrieben, eine
vielversprechende Behandlungsoption dar.

In dieser Arbeit wurden einige Aminosaure-Analoga (Abb. 27) auf ihr Potential
als CRM zunachst an der murinen Zelllinie L929 getestet (Abb. 28). Einige

Molekule hatten nur eine geringe beziehungsweise keine Wirkung auf die relative
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Zellzahl dieser Zelllinie und wurden daher nicht weiterverfolgt. Die aufgrund der
Zellzahlregression als erfolgreich eingestuften Molekile — L-y-Azidohomoalanin
und Fmoc-L-Methionin — wurden anhand einfacher Zytotoxizitatsassays ebenfalls
an den humanen Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9, SCC25, HeLa und HaCaT
getestet.

L-y-Azidohomoalanin fuhrte neben der murinen Zelllinie L929 unter proliferativen
Bedingungen bei drei weiteren Zelllinien - HelLa, Detroit562 und SCC9 - zu einer
signifikanten Verminderung der Zellzahl (Abb. 30). Die Zugabe von
L-y-Azidohomoalanin unter konfluenten Bedingungen bewirkte nur bei der
Zelllinie HelLa eine Zellzahlreduktion (Abb. 32).

Eine modgliche Ursache fur die unterschiedliche Responsivitat der Zelllinien auf
die Analoga sind ABC-Transporter und Kanale. ABC-Transporter sind eine
Familie von Membranproteinen, die eine ATP-bindende Kassette besitzen und
bestimmte Substrate aktiv Uber die Membran transportieren. Kanale sind
Membranproteine, Uber die, im Gegensatz zu Transportern, ein passiver
Austausch von Molekulen entlang des Konzentrationsgradienten moglich ist. Die
Zelle konnte das Analogon uber ABC-Transporter wieder aus der Zelle raus
pumpen und Uber Kanale konnten natirlich auch unterschiedliche Mengen

aufgenommen werden (Lage, 2008).

Fmoc-L-Methionin flhrte bei allen untersuchten Zelllinien unter proliferativen
Bedingungen zu einer deutlichen Verminderung der Zellzahl (Abb. 31). Jedoch
bewirkte Fmoc-L-Methionin auch unter konfluenten Bedingungen bei allen
analysierten Zelllinien eine deutliche Abnahme der relativen Zellzahl, weshalb
nicht auszuschliel3en ist, dass es aufgrund einer zytotoxischen Wirkung zu einem
vermehrten Zelltod kommt (Abb. 33). Ob die analysierten Zelllinien grundsatzlich
auf die Zugabe der potentiellen Analoga ansprechen, wurde bisher jedoch nur in
hohen Dosen getestet (siehe Tab. 9, Tab. 10 und Tab. 11), was auch eine
Ursache fur die potentiell toxische Wirkung von Fmoc-L-Methionin sein konnte. In
weiteren Versuchen gilt es, das Wirkspektrum genauer zu analysieren und
herauszufinden, ob eine geringere Dosis moglicherweise antiproliferativ, aber

nicht toxisch wirkt. So ware eine Versuchsdurchfuhrung mit Fmoc-L-Methionin in

114



Diskussion

einer Verdinnungsreihe unter konfluenten Bedingungen sinnvoll, wie sie bereits
fur L929 durchgefuhrt wurde (siehe Abb. 29). Mégliche alternative Testverfahren,
um die Zytotoxizitat zu Uberprufen, waren der Neutralrot(NRU)-Test, der MTT-
Test und der Trypanblau-Test. Um die Art des Zelltodes zu untersuchen, eignen
sich u.a. durchflusszytometrische Analysen (wie z.B. FACS) oder Apoptose-
Assays wie die TUNEL-Methode (Darstellung des Zellkerns von apoptotischen
Zellen) oder der Annexin-V-Assay (van Engeland et al., 1998, Sgonc and Gruber,
1998). Zur gleichzeitigen Bestimmung der drei Parameter Zellvitalitat,
Zytotoxizitat und Apoptose eignet sich der ApoTox-Glo-Assay (Orbach et al.,
2018). Zudem sollten die Analoga auch hinsichtlich der moglichen Inhibition der
Proteinbiosynthese ausfuhrlicher analysiert werden.

Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, ist das Konzept der CRM per se wirksam.
Neben Metformin (Madeo et al., 2019), einem bereits zugelassenem Diabetes
Medikament, sind auch D-Aminosauren (Sasamura et al., 1998), wie Ethionin
(Guo et al., 1996), erfolgreich eingesetzte Molekule. Positiv zu bewerten ist, dass
die bisher getesteten Aminosaureanaloga nicht nur im murinen System eine
Wirkung erzielen, sondern dass auch die humanen Kontrollzelllinien wie auch die
HNSCC-Zelllinien auf die Analoga ansprechen. Diese ersten Versuche konnten
zeigen, dass auch das Prinzip der Aminosaure-Analoga als CRM zu funktionieren
scheint. Bereits zum jetzigen Zeitpunkt Iasst sich sagen, dass
L-y-Azidohomoalanin grundsatzlich Potential als CRM zu haben scheint. Die
durch L-y-Azidohomoalanin veranderten Stoffwechselprozesse sollen unter
anderem durch massenspektrometrische Untersuchungen und anhand des im
Vorherigen beschriebenen metabolischen Fingerabdrucks des Low-Energy-

Metabolismus besser verstanden und analysiert werden.

4.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl die Methionin- als auch die
Cystein-Restriktion maogliche Therapieoptionen im Plattenepithelkarzinom
darstellen. Anhand der bisherigen massenspektrometrischen Untersuchungen
lasst sich bereits sagen, dass die Methionin-Restriktion auf Ebene des

Metabolismus der murinen Zelllinie L929 deutlich reflektiert wird und zu massiven
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Stoffwechselunterschieden fuhrt. Die Ergebnisse sollen fur zukunftige
massenspektrometrische Untersuchungen der Tumorzelllinien unter Methionin-
Restriktion als Referenzwert dienen, um Unterschiede des Stoffwechsels und

mogliche Angriffspunkte fur eine Tumortherapie identifizieren zu kénnen.

Um das metabole Profil des durch die Methionin-Restriktion induzierten Low-
Energy-Metabolismus eindeutig von dem eines Hungerstoffwechsels abzu-
grenzen, konnte man zum Beispiel durch glucosearmes oder glucosefreies
Medium einen Hungerstoffwechsel induzieren und die massenspektrometrischen
Ergebnisse mit denen in dieser Arbeit erstellten Profilen vergleichen. In der
katabolen Stoffwechsellage bei Nahrungsmangel werden in der Regel zunachst
die Kohlenhydrate und Lipide in Form von Glykogen und subkutanem
Fettgewebe aufgebraucht, bevor anschlielend auch Proteine aus der
Muskelmasse metabolisiert werden. In der Theorie sollte sich der Metabolismus
dieser beiden Situationen deutlich unterscheiden. Aufgrund der katabolen
Stoffwechsellage im Hungerstoffwechsel wirde man unter Glukose-Restriktion
eine erhdhte Menge der Ketokdrper Acetoacetat, Hydroxybutyrat und Aceton
erwarten. Unter Methionin-Restriktion ist zum Beispiel nur der Ketokorper
Acetoacetat, welcher ein Anzeichen fur den verstarkten Fettstoffwechsel ist, in
grolRerer Menge vorhanden, was ein Beleg dafur ist, dass durch die Methionin-
Restriktion ein Low-Energy-Metabolismus und kein Hungerstoffwechsel induziert
wird.

Neben der Aminosaure-Restriktion konnten auch geeignete CRMs einen Low-
Energy-Metabolismus induzieren. Die Ergebnisse der in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuche zeigen, dass das Prinzip der Zellzahlreduktion durch
Aminosaure-Analoga auch bei den Tumorzelllinien grundsatzlich zu funktionieren
scheint und somit eine mogliche Tumortherapie darstellt, die definitiv
weiterverfolgt werden sollte. Da anhand der bisherigen Ergebnisse jedoch nicht
auszuschlielen ist, dass Fmoc-L-Methionin zytotoxisch ist und die durch
L-y-Azidohomoalanin erreichte Wirksamkeit als nicht besonders hoch
einzustufen ist, sollten weitere Untersuchungen bezlglich Wirkweise und
Wirkspektrum dieser Analoga durchgefuhrt werden. Zudem sollte nach

alternativen, maglicherweise effizienteren CRMs gesucht werden. In Kapitel 1.3.1
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wurde bereits ausfuhrlicher auf das Konzept der CRMs eingegangen. Die dort
beschriebene Studie von Madeo und Kollegen, die 2019 in Cell Metabolism
publiziert wurde, untersuchte neben Rapamycin, Metformin und Resveratrol (und
andere Sirt1-Aktivatoren) auch Spermidin, Aspirin und (Poly)phenole und konnte
eine Wirksamkeit einiger dieser Molekule sowohl in Mausen als auch im

Menschen nachweisen (Madeo et al., 2019).

Basierend auf dem Prinzip des Warburg-Effekts lag bisher der Fokus der
Untersuchung des veranderten Metabolismus von Tumorzellen auf dem
Kohlenhydratstoffwechsel, dem Citratzyklus und dem Pentosephosphatweg.
Aktuelle Studien messen nun dem Aminosaurestoffwechsel als potentiellen
Angriffspunkt fur die therapeutische Intervention eine hohere Bedeutung bei (Lieu
et al., 2020). Aminosauren werden vor allem als Substrat fur die Protein-
biosynthese gebraucht zur Generierung der Zellmasse und haben daher eine
grof3e Bedeutung fur proliferierende Tumorzellen (Hosios et al., 2016). Auch bei
der Kommunikation des Tumors mit dem direkt umgebenden Gewebe scheinen
Aminosauren von Relevanz zu sein (Vettore et al., 2020). Lange Zeit wurde
angenommen, dass D-Aminosauren im menschlichen Korper nicht vorhanden
sind oder keine Funktion haben, mittlerweile werden sie aber verstarkt sowohl
mit physiologischen als auch pathologischen Prozessen, unter anderem Krebs,

in Verbindung gebracht (Bastings et al., 2019).

D-Aminosauren haben einen inhibitorischen Einfluss auf das Tumorwachstum
(Sasamura et al., 1998) und sind daher vielversprechende CRMs. Im Prinzip
ware ein Eingreifen in den Aminosaurestoffwechsel auf verschiedenen Ebenen
moglich — daher konnten Analoga aller Aminosaurezwischenprodukte wie zum
Beispiel Oxalacetat-Analoga aber auch D-Aminosauren eingesetzt werden und
sollten neben den bereits erwahnten Molekulen auf ihr Potential als CRM getestet
werden. Anhand des im vorherigen Kapitel (4.4.) beschriebenen metabolischen
FulR- und Fingerabdrucks des Low-Energy-Metabolismus wird es kinftig moglich
sein, die Wirksamkeit potentieller Analoga als CRM effizient und einfach in dem

Modellsystem L929 zu testen.
Neben der Analyse potentieller CRMs, der Cystein-Restriktion und der HNSCC-

Zelllinien unter Methionin-Restriktion waren auch metabolische Flussanalysen
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Diskussion

(MFA) als weiterfuhrende Untersuchungen denkbar. Da die relativen Mengen
einzelner Metabolite nur begrenzte Aussagen uber deren Stoffwechsel-
bedeutung zulassen, kdnnte man besonders aussagekraftige Metabolite wie zum
Beispiel Acetoacetat, Spermidin und Kreatinin zudem mittels MFA durch den
Einsatz von stabilen Isotopen-markierter Molekule verfolgen. Anhand dieser
Methode konnte man diese Molekule und die damit verbundenen
Stoffwechselprozesse genauer analysieren und so weitere Angriffspunkte im
Stoffwechsel der HNSCC-Zelllinien identifizieren.
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5 Zusammenfassung

Die Krebstherapie und Behandlung von Tumoren stellt fur die moderne Medizin
auch in Zukunft eine enorme Herausforderung dar. Trotz intensiver Forschung
konnten in den letzten Jahrzehnten zwar zunehmend Fortschritte erzielt werden,
allerdings muss das Spektrum an neuen Therapieformen und Madglichkeiten
kontinuierlich erweitert werden. In den letzten Jahren haben die
Kalorienrestriktion sowie die Aminosauren- und Proteinrestriktion zunehmend an
Bedeutung gewonnen, da sie einen erheblichen positiven Einfluss auf die
Entstehung von altersassoziierten Erkrankungen wie z.B. Krebs haben. Allen
Formen gemeinsam ist die Induktion eines Low-Energy-Metabolismus, der die
Zellen in einen antiproliferativen und selbst-regenerierenden Zustand versetzt. In
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Methionin-Restriktion als eine Form
der Aminosaurerestriktion sich grundsatzlich als Therapieform im
Plattenepithelkarzinom (HNSCC) eignet. Zusatzlich sollte ein einfaches
zellulares Modellsystem etabliert werden, das auf metaboler Ebene die
Charakterisierung und Analyse des Low-Energy-Metabolismus ermdglicht. Es
konnte aufgezeigt werden, dass die Methionin-Restriktion eine effektive Methode
ist, um die Proliferation ausgesuchter Zelllinien des HNSCC zu inhibieren. Des
Weiteren konnte aufgezeigt werden, dass der Einsatz von Aminosaure-Analoga
eine weitere Maoglichkeit darstellt, auf die Proliferation von Tumorzellen Einfluss
zu nehmen. Die massenspektrometrische Analyse der murinen Zelllinie L929
mittels LC/MS lieferte Uber einen Zeitraum von 5 Tagen ein detailliertes Bild des
Stoffwechsels von mehr als 150 Metaboliten unter Methionin-Restriktion. Durch
die Definition eines charakteristischen Fingerabdrucks nach 48 h und eines nur
wenige Metabolite umfassenden FuRabdrucks konnte ein murines Modellsystem
etabliert werden, dass die Analyse von potentiellen Wirkstoffen, u.a.

sogenannten caloric restriction mimetics, ermaoglicht.
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7 Appendix

7.1. Gesamtubersicht der Ergebnisse der
massenspektrometrischen Untersuchung der Zelllinie L929
unter Methionin-Restriktion und proliferativen
Bedingungen (Serie 1)
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Orotate (s [ [ [immnn| (T (T (T Orotate 74 | 77 ] 65 65 | 68
Uracil sy [ s [ [ (T (T (e () Uracil 23 18 26
Uridin 281 3 21 3]s [NaRay Uridin 66 | 50 | 68 68 60
UMP 231 | 220 | 200 | 200 232 221 | 211 ume 91 |85 | 86 | 85 | 86 | 86 | 85
uDP (] o ol G (o (o) (e ) uoP. (o G ) ) s [ | o | e | mas
ure o ) e 22 (T (o (e ) ute 51 61 | 54 45 54 | 44
duridine (o (o 2 2] (o (] (o (] duridine a4 27 | 34 53 | 66 | 47 | 58 | 63
dUMP e ) G G O CE ] dump 32 | 14|29 [ 13 16 | 21 | 19
dupP | 161 | 177 1137 | 161 | 182 189 duDP 83 |87 | 87 |81 |92 | 80|93 | 86
dute (oo (o e 2 (T (T (T () dute (o (e (T (] () () T
UDP-Glc 98 | 102 ] 97 | 100 115 UDP-Gic E
UDP-Glucuronate (T ) = (T T T UDP-Glucuronate
) Cytosin "nusy [wwwss [ionwmn [ wwamn T T (T g Cytosin
;E Cytidin wwwey [ s [wowan | (T (T (7 () 3 Cytidin
i CMP 4068 7356 | 4366 |4530] 1807 : P
cop 147 | 122 125 128 | 144 | 153 cop
crP o o (e (T e cre
dCytidine (T (o e = (o (o (e dCytidine
dcmp (T (o e s (T demp
dCop. 190 | 166 | 178 | 198 194 204 dcoP
dCTP. 108] 115 ] 121 ) 124 111 123 dcre
Thymin 148 166 | 116 Th
Thymidine (T T T P (T T T () Thymidine
™P sy o [iwnn [wmn (T (T T () ™P
TP (T e e (T (T e () P
™ wxwwy | v | wown | wawmn (o (o e ) ™
dThymidine (e (] Gl () (o (o (e dThymidine
dT™P a4 42 | a2 | a2 |42 | 53] a3 ] as dT™P
dTDP 8 al3lu s 40P
4P sxxxs [wss [wawan [ wawmn (T (T (T () 4T1P
Inosin 462 | 514 | 538 | 599 | 871 299 Inosin
dinosin 429 | 583 | 451 | 540 362 | 402 | 519 dinosin
IMP () (o O (7 () (T P
Adenin 1149|1443 1574 1085 | 1440] Adenin
Adenosin (O T A (T (T (e ) Adenosin i
AMP T T T (T (T (e ) AMP () (T (T ) () () (T (T T
ADP (T (T (T ADP 33 |24 |18 | 8|40
ATP o ) T 2 (o (e = ) ATP. 55 | 4s |21 ] 42
cAMP (o () (i ) () (] () (] CAMP (o (] ) ) e | | o | wan | s
dAMP () () () o] () ) (e ) dAMP.
g dADP o ) (s 2 (o (o (e ] g dADP
a dATP (o ) e (T (e ) & dATP
Guanin (T () e (™ (T (T () Guanin
Guanosin 335 427 489 | 594 1010 Guanosin
GMP. 118 | 131 119|118 | 112 | 134 GMP
GOP 3 4| 4 |16]18 GOP
GTP N I (T (T T () G
Hypoxanthin 463 | 297 | 275 | 514 % 433 | 395 Hypoxanthin
Xanthin 155 | 170 | 183 | 199 | 147 168 | 205 | 225 Xanthin
Xanthosin s |s1ls7]| 72 72 | 65 Xanthosin
Xanthurenic Acid (el (o () (el (o (o (e ) Xanthurenic Acid
XMP (o ) (i 2 () e (e ) XMP.
Riboflavine o (o e ) (e e ) Riboftavine
FMN (T () e = (T (T (e () FMN
FMNH2 (T (o e (T (T (e ) FMNH2
FAD (o o e (T (e (e () FAD
FADH2 sy [ [iwwnn [mmmnn (T (T (e ) FADH2
Nicotinamide o (N T 1 (T (T (e Nicotinamide
Nicotinate (T ™ N N Nicotinate
NAD+ (o A (T (T T NAD+
b1 NADH wxwey | v | wowen | wwwan (o (T (e ) é NADH 78
2 NADP+ (o) (o) ) 2 () (] (o (] 2 NADP+ 38 | aa |31 | 68 55 | a3
3 NADPH 87 | 8s | 76 | 75 92 | 95 3 NADPH 172 [ 74 | 76 71 l8e]l 0|
Dihydrofolate 237|119 | 123 | 123] 125 | 137 | 152 | 162 Dihydrofolate 78 | 72 | 70 7 75173 ] 70
Tetrahydrofolate 3] 120] 126 | 128] 121 ] 136 Tetrahydrofolate 75 | 51 |53 |45 )77 | 65 | 58 | 46
5-Methyl-THF 112 1106|179 | 73 123|122 123 S-Methyl- THF 34 24 as | a3 | 33 | 51| as
Tet: roblopterin 68 | 67 | 64 | 78 | 69 78 | 62 Tetrahydrobiopterin 72 | 69 | 59 | 76 | 59
Thiamine (4 (T (] (e (O () (o () Thiamine (+) a3 7 | 54
Thiamine phosphate (4] e L G G e [ [y [ B Thiamine phosphate (+) 5 |13 25
Pantothenate 128 | 148 | 146 | 144 140 | 150 145 | 134 Pantothenate 61 76 46
Pyridoxine "uwwny [wwwn [wowwn [ wwmmn (T A Pyridoxine 67 | 57 [ 62 | sa 50 47 | 45




Appendix

7.2. Gesamtubersicht der Ergebnisse der
massenspektrometrischen Untersuchung der Zelllinie L929
unter Methionin-Restriktion und konfluenten Bedingungen
(Serie Il)

Rel. Average Rel. Average
Normalized Peak Area M Normalized Peak Area
(Average V51-v54) 3 ; ; LA ; (Average VS2-VS5) ; i s ;
B I L I =z s|l=|=
2 2 = L I
T §1§[8 i[f)8 =T i3 il8]8
Aanine 35 | 57 | 46 37 | s0 | 58 [ 69 Aanine 76 64
Arginine 63 |67 |67 |61 |79 Arginine 85 | 87 | 82 81 | 76 | 81 | 80
Asparagine 59 | s8 86 | 92 Asparagine 74 | 86 61
Aspartate 37 | 39 39 | 36 | 39 | 44 46 Aspartate 59 | 61 54 52
Cysteine 51 52 | 49 51 | 49 | s0 | 49 Cysteine 75 58 61
Glutamate 50 | 61 | 68 52 | 60 | 67 | 64 Glutamate 81 |85 | 89 76 | 64
Glutamine 65 201] 93 [ 85 | 83 Glutamine 59 | 78 | 86 64 64 | 70
Glycine 32 | 60 30 | 37 | 44 | a6 Glycine 85 [ 80 71 | 60
8 Proline 31 |31 ]2 37 1 40 3 Proline 86 | 85 77 | 62
?. Serine 18 19 | 19 [ 22 5 Serine 60 | 54 | 70 | 72 59 55 | s9 | 71
e Methionine 34 l1s|1nn] 7]10] 6 < Methionine 80 | 71 | 80
g Histidine 19 22 [ 25 | 27 g Histidine 77 |78 | 77 | 87 83 | 75 73 | 75
soleucine 49 | 35 (56 [ 55 54 soleucine 80 | 66 | 66 69 85 | 76 | 82 | 80
Leucine 37 | 23 | 48 | 49 50 Leucine 79 K 77 83 | 72 | 85 | 83
Lysine 24 | 22 | 21 |19 | | 27 | 27 | 26 Lysine 69 | 70 [ 69 | 77 | 70 | 72 | 79 | 84
Phenylalanine 28 | 19 31|38 | a1 Phenylalanine 80 73173 78 | 77
Threonine 16 | 18 | 18 22 [24 | 26 Threonine 77 | 82 | 82 |81 ] 76 | 68 69 | 76
Tryptophan 139 [ 78 90 | 135] 139 [ 155] 137 Tryptophan 81| 70 | 72 | 69 74 | 70
Tyrosine 57 | 45 61 Tyrosine 7! 75 85
Valine 46 | a5 51 ¥ Valine 78 | 75 | 83 [ 91 86 | 78 80 | 77
| Cystine | 2| | Cystine 46 | 44 ss | 66 | 64
GSH s |46 7| 4| 4] a GsH 66 | 53 s8 | 54 55 | 57 67
[ 11212 8 [ 18 | 27 | 46 [78° 19 [ 20 [18 ] 19
H teine 649 | 654 | 686 | 722 | 774 | 818 | 811 Ho teine 45 | 50 | 71 39 | 28
Homoserine 66 | 76 | 77 | 67 | 94 [ 109 Homoserine 59 | 77 80 | 65 | 79 | 73
S-Adenos teine 1897 1796]2332[2051]2099 S-Adenos! teine 48 | s2 | 64 | 68 48 65
S-Adenos jonine 58 | 46 62 | 71 | 80 S-Adenosylmethionine 74 73 83
Cystathionine 65 | 90 58 | 69 | 85 | 91 Cystathionine 73 | 70 73 82 70
Cysteamine 1573|4045 13223234 [5136 Cysteamine 79 | 56 [ s6 | 60 ] 73 | 56 | s6 |55
Taurine 30 34 | 35 | 46 | 65 Taurine 89 | 70 85 | 66 | 82 | 60
CoA 46 | 51 47 | 49 |53 | 53 CoA 3 79 | 87 | 79 [ 89 | 85 82
Act ine e ] e ] e G Gl Gl Act ine 77 | 51 | 43 71 | 44 | 52 | 36
Choline 516 | 669 | 744 1578|1991 | 2156 Choline 64 | 61 | 63 73|75 72
H Betaine 877 12041165 2390|2549]2593 £ Betaine 76 | 56 | 56 58 59 | 58 | 62 | 58
E Aminobut 606 | 733 | 740 1295 15911541 g Aminobu! 63 | 68 67 60 | 59 | 59 | 61
- GABA 2846|2586 [2650]3016 1579|1753 (2389|2497 o GABA 59 66 71| 71
3 [rrrogbuyate 48 51| 60 | 60 | 72 3 Hydroxybutyrate 84 | 73 | 79 91 | 88 | &3 76 | 76
e Hydroxyproline 48 | 59 | 64 52 | 61 66 ° Hydroxyproline 83 |79 | 84 | 89 74 | 62 | 59
£ [ohenyipynnate 16 [ 10 21 [ 24 |26 £ [rhenvipyrvate 73 |66 74 81 |70 | 76 | 76
Creatine 56 52 | 54 [ 59 | 64 Creatine 58 | 11 68 | 65 | 54 [ 52
Creatinine 31 |13 29 | 23 | 20 | 26 Creatinine 57 | 79
Camitine [ Carnitine 60 76 47 | 52
ine so | 45 s6 | 57 | 62 | seermidine 90 | 90 | 91 92 | &5 | 68 | 65
3-Methyi-2-oxobutanoate 36 | 33 | 32 33 36 3-Methyl-2-oxobutanoate 84 | 69 | 81 78 | 84
3-Methyl-2-0) tanoate (nd Gl e o G e 3-Methyl-2-oxopentanoate 28 | 30 | 43 33 53 55 | 55
4-Methyl-2-0) tanoate 34 | 35 | 29 35 | 35 | 32 4-Methyl-2-0) tanoate 64 | 72 | 67 | 87 65 | 64
S-Hydro ane 377 | 548 [ 583 367 | 497 | 583 S-Hydro hane 88 92 79 62
3-Hydroxykynurenine 173 | 18| 110 204 | 114 212 3-Mydroxykynurenine 79 |40 [3s |31 ] 6s |43 ]40] 40
Kynurenine 276 117 69 | 174 53 [I81 Kynurenine 32 | 25 ! 30 | 30
N-Fo urenine 122 | 145 | 140 121 134 | 144 N-Fo urenine 68 85 | 73
Quinolinic Acid 16 | 18 18 22 | 24 | 26 Quinolinic Ackd 77 | 82 69 | 76
Serotonine (5-HT) [ 155 (86 [ 117 [ 149 | 167 Serotonine (5-H 69 4 30 80
Carb ate 29 | 42 | 51 26 | 34 | 37 | a5 Carb ate 729 | 11 49
g Carulline 32 | 38 | 43| 40 36 | 38 % [cinulice 59 | 56
z cc 10 21| 19 |18 |17 ‘:!f cc 66 | 55 73 | 78
- Orithine 64 | 70 56 | 60 | 60 | 65 | 63 S5 Ormithine 68 | 61 56
N-Acetylornithine 21 125 [ 28] 26 22 | 25 |27 N-Acetylornithine 78 84 75 85 82 | 76
Citrate 589 [1108 294 | 432 [ 619 | 699 Citrate 63 | 56 | 52 | 63 59
& Aconitate (117 | 245 | 361 126 | 200 | 346 e Aconitate s8 | 70 | 61
& > Ketoglutarate 49 | 70 48 | 46 | 55 | 72 & > Ketoglutarate 80 | 76 | 75 | 82 73|81 |7
h] Succinate 50 | 54 | 58 53 | 55 56 h] Succinate 79 | 77 |65 | 72 | 80 65 66
Fumarate sa | 76 ) 41 | 49 [ 66 | 92 Fumarate |62 ] 75 [ s8] 63 ] 66 67 69
Malate 70 [ 89 | 68 | 73 | 81 | 80 Malate 64 | 62 67 | 75 77 | 61| 74 | 67
Hexosephosphate 337 | 407 | 460 354 | 323 [ 395 [ 457 Hexosephosphate 54 | 50 49 | 67 | 58 | 69 | 63
Fructose-1.6-bisphosphate | 2621] 485 | 403 249 | 1465] 603 [ 382 Fructose-1.6-bisphosphate 38 |37 [4a 033 [32]4a7] 42
Dihydroxyacetone phosphate 77 | 74 | 69 103 | 101 101 Dihydro; e phosphate 37 42 | 63| 42 | 33| 62
3-Phos| erate 8504 | e 9687 | M| 3-Phosy erate S5 | 42 | 42 46 | 60 | 52 | 76 | 65
g Phosphoenolpyruvate 12 | 19 26 60 89 | 29 2 Phosphi vate 62 | 80| 67 70 | 73
= — = -
3 vate 534 [ 199 849 | 357 | 731 | 386 |2923 3 Pyruvate 39 | &1 56 | 63 56
£ Lactate 17 | 20 17 [ 17 | 18 [ 21 | 23] 4 Lactate 7 72 72 75 | 68
2 |ephos ate 74 | 65 | 44 70 | 59 | 48 2 6-Phosphogluconate 41 69 | 67 74
8 Gluconate 58 64 | 87 | 66 | 102 | 141 | 235 ] Gluconate 71 71 75 | 71 | 81
} Pentose-5-phosphate 565 | 707 | 924 828 |1317[1823! } Pentose-5-phosphate 33 59 59
§ hrose-4-phosphate 1098[1812 2543 1039(1596 (2332 g hrose-d-phosphate 54| 72 | 69 | 69 |83 | 78
< Deoxyribose-phosphate 54 | 68 | 66 | 51 s4 | 60 | 70 Deoxyribose-phosphate 82 75 66 | 84 | 75 | 78
Glucosamine 46 | 45 [ a2 7] 56 | 61 58 Glucosamine 53 53 67 | 51 | 57 | a5
Glucosamine- hate 3527 (6327 5187|8194 Glucosamine-phosphate 54 59 | 83 | 62 |84 | 78
Glycerol-3- ate ] ) il wrvey | mawaa | ni | s | Glycerol-3-phosphate 43 | 54 | 51 53 |58 |s51]74]|78
N-Acetylneuraminic acid 28 | 40 [ 55 137 26 26 | 63 N-Acetylneuraminic acid 40 | a1 |37 44 | 52 139 | 44 [ 53




Appendix

Rel. Average
Normalized Peak Area
(Average VS1-Vs4)

Class Co ind

Media 1d +Met
Media 2d +Met

Acetoacetate 110 | 108 ) 93 | 106 | 117
» Mevalonate | G
% [melonates phosphate 77 | 93 57 | 69 | 98
G anyl-PP 2851 176 | 145 | 135 | 106
Malonate G e G i) ) i G
Carb, artate 499 | 766 326 | 342 | 308
Dihydroorotate 36 [ | |
Orotate | I 0 20 (0 0 [lssne
Uracil
Uridin 11 0 | 1
UMP. 80 83 83
uDP. P [
ure I
duridine [ [es mm ST 76 [6e
dUMP | 6 [
duop (35 | 49 [ 65 40 [ s0 |65 [ 65
dute
UDP-Glc 66 [ 71 |63 81 |88 | 92 87
UDP-Glucuronate 4 15 |13 | 14 322
g Cytosin |0 T T (T T |
] Cytidin |
E cmP 213 119 178 | 86 | 93 | 117 | 216
52 | 45 63 60 | 63
192 | 105 | 125 [ 80 | 85 | 217 80 |
76 | 84 85 83 [78 ] 79 | 81
91 | 73 88 | 82 70
724 117 [ 149 | 317 599 | 195
d ine 15 | 15 13 46 | 206 | 333
dTmMP 2 B 2 | 2 2 |
drop 1 o] o 1
dTTP 7 e C G C ]
Inosin 168 | 214 | 207 [ 283 | 274] 179 154 | 643
dinosin 65 | 70 |53 ] 131[231
MP 173 | 38 | 28 | 47 | s5a [ 127 |29 | 29
Adenin 12154 |33 | a1 83 | 39 | 35
Adenosin 136 15 | 7 419|954
AMP { 1 |
ADP IC € |
ATP 7 | 4 [ !I
CAMP | !
dAMP 1 [ 1
g dADP 32 3
a dATP 26 21 a1 | 22 | 95 uz-
Guanin I [ Tassss]
Guanosin 285 | 295 493 [ 1
GMP 256 | 305 | 3a4] 388 422 425
GOP. 1 74 I a4 |11
GTP 1] 213 2 64
M thin 7 & 6 |10] 9 11 | 35
Xanthin 53 | 66 | 83 53 | 68 | 99 |
Xanthosin 25 17|23 f2a] 21 16
Xanthurenic Acid 45 | 176 17 | 40 | 57
XMP ey [ xxaan [uunne [eeaaa [unnne] vevs Dann [eeess fannuy
Riboflavine e il e i G
FMN 9 4
FMNH2
FAD
FADH2
Nicotinamide
Nicotinate
NAD+ T
g NADH [
2 NADP+ I
8 |naoeu 45 | 37 S0 | 52 | 52 | 52 | 47 |
Dihydrofolate (69 [ 73 [ 76 89 [ 122 ] 169
Tetrahydrofolate 30 [ 35 |37 ] 28 | 32 | 35
5-Methyl- THE 4055 el
Tet Irobiopterin S04 | 476 | 482
Thiamine (4 [ Il |
Thiamine phosphate (+) IC 1=
Pantothenate 57 65 | 61 58
Pyridoxine e e pevee e prve e prver e ey pre

Rel. Average
Normalized Peak Area
- I I3
o commouns §18(8 §|8[8
Acetoacetate 39 66 | 59 | 52
» Mevalonate
32 Mevalonate 5-phosphate 84 85 | 89 83 | 84
- Geran) ”p s4 | a7 | 64 |77 53 a2
Malonate S 25 31
Carbamoylaspartate (65 | 57 [ 40 [ 52 | 39
Dihydroorotate s8 | 49 | & 57 | 44
Orotate 59 | 57|57 ] 70 64 | 62
3 55 | 48 | 37
64 67
84 86 82 | 87
72 | 68 | 71 | 68 | 74
23 32
dump
dUOP 69 80 | 68
duTP B (
UDP-Glc 33 63 47 | 69 | 64
UDP-Glucuronate 69 | 27 | 26 | 23 | 42 [ 18]
bl Cytosin fiid il ("
s Cytidin Rl il Gl peess Danans [ eeesy
E oM 71 65 | 70
cop 54 | 70 | 66 49 52
c® 13 | 25 13 | 25 25
dCytidine 12 8 |38 )
dCMmP
dcop 69 | 60 64 69
dCTP. 56 | 64 | 79 66 | 66 | 75 | 59
Thymin 74 | 75 | 68
Th line. annn |
™P 59 59 57 68 | 67 | 66 | 66
0P 7 | 1 50 |47 | 72 |43 | a8
i 43 |63 4359 [76
dTh line. 66 70 | 72 | 72
dT™MP 52 | 58 | 72 53
d1op 52 | 58 | 72 | 53
dTTP 47 | 39 | 46 51
Inosin 65 | 63 74
dinosin S5 57 | s8 | 65
mMe 62
Adenin 62 | 60 57 74
Adenosin K EIAED [
AMP
ADP |
ATP 68 | 28 35 37 20
cAMP
dAMP 35 |31 K 18 | 13
2 4ADP 56 | 55 | 52
H dATP 58 | 64 | 54 | 76 73
Guanin 38 | 35
Guanosin 71 | 53
GMP 72 | 68 61| 711
GOP 64 65
G 76 68 | 72
Hypoxanthin 79 71
Xanthin 60 | 57 |78 [ 80| 63
Xanthosin 58 | 66 | 54 | 66 | 76
Xanthurenic Ackd 77 | 77 | 78 69
XMP 39 56 | 45 S50
Riboflavine 56
FMN il L
FMNH2 64 | 84 s7 |63 |64 |62
5 i
FADH2 58 | 69 | 54 | 65
Nicotinamide (41| 22 14 15 30
Nicotinate 53 |43 | so |37 | 41 52
NAD+ 70 [25 [ 38 32 52 | 33
H NADH 64 | 68 | 66 | 76 | 85 78 | 64
3 NADP+ 63 | 42 [ 31 ] 49 [ 45 68 | 52 | 30
| NADPH 66 | 68 78 | 8o | 79
Oihydrofolate 81 69 | 80 | 75 77
Tetrahydrofolate 69 | 51|53 [ss 79 | 58 | s3
5-Methyl-THE 52 54 73
Tetrahydrobi | 61 | 85 | 81 68 | 75
Thiamine (+ 14 | 44 | 51
Thiamine phosphate (+) 1€
Pantothenate 76

Pyridoxine
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