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1 Einleitung

Krebserkrankungen stellen weltweit die haufigste Todesursache dar. Allein im
Jahr 2007 verstarben 7,9 Millionen Menschen an den Folgen einer Krebser-
krankung. Bis 2030 wird sich die Zahl der Todesfalle auf ca. 12 Millionen erhoht
haben (www.who.int). Obwohl in den letzten Jahrzehnten bemerkenswerte
Fortschritte bei Pravention und Behandlung von Krebserkrankungen erzielt
wurden (Lippman SM und Hawk ET, 2009; DeVita Jr. VT und Chu E, 2008),
sind auch weiterhin grof3e Anstrengungen notwendig, die molekularen Mecha-
nismen maligner Erkrankungen aufzuklaren — Grundlage fiir die Entwicklung

neuer Therapieoptionen.

1.1 Theorien zur Kanzerogenese

Allgemein ist akzeptiert, dass die Entstehung von Krebs, die so genannte
Kanzerogenese, auf Mutationen in bestimmten Bereichen des Genoms zurlck-
geht. Nach dieser Theorie der somatischen Mutation kdnnen samtliche Gene
betroffen sein, doch fihren Mutationen insbesondere in solchen Genen zur Ent-
stehung von Krebs, die in ihrer gesunden Form Zellwachstum bzw. Zelldifferen-
zierung regulieren. Solche Gene werden auch als Protoonkogene bzw.
Tumorsuppressorgene bezeichnet. In der Regel sind mehrere mutagene Ereig-
nisse in definierter Reihenfolge notwendig, um Genmutationen auszuldsen
(Fearon ER und Vogelstein B, 1990). Als Trigger sind zahlreiche physikalische,
chemische oder biologische Faktoren bekannt (Loeb LA und Harris CC, 2008;
Javier RT und Butel JS, 2008). Die Wirksamkeit solcher Kanzerogene wird
durch die Dauer der Einwirkung, die Dosis der betreffenden Substanz sowie der
individuellen genetischen Pradisposition beeinflusst. Zellen, deren Genom
durch Mutationen verandert wurde, proliferieren nach einer Latenzzeit unkon-
trolliert (klonale Expansion) und verlieren ihre zell- und gewebe-spezifischen
Eigenschaften. Die Umwandlung einer normalen Korperzelle in eine Tumorzelle

wird als Transformation bezeichnet.

Das Konzept der somatischen Mutation ist in modifizierter Form auch Grundla-

ge fur andere Hypothesen zur Kanzerogenese. So gehen Beflirworter der Exis-
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tenz von Tumorstammzellen ebenfalls von genetischen Mutationen als Ursache
der Transformation aus. Allerdings sollen lediglich Mutationen in Stammzellen
bzw. Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften ausschlaggebend sein, um
das klinische Bild eines Tumors hervorzurufen. Da sich diese Stammzellen in-
nerhalb eines Tumors befinden, werden sie als Tumorstammzellen bezeichnet.
Analog zu Stammzellen ,gesunden” Gewebes verfiigen auch sie tber die F&-
higkeit, sich einerseits selbst zu erneuern und andererseits unterschiedlich dif-
ferenzierte Tochterzellen zu generieren (asymmetrische Zellteilung). Tumor-
stammzellen sollen fur das Wachstum und die Metastasierung von Tumoren
verantwortlich sein. Mit Tumorstammzellen lasst sich zudem das Auftreten von
Rezidiven nach Chemo- und / oder Strahlentherapie erklaren. Da sie — wie ,ge-
sunde“ Stammzellen — eine geringe Zellteilungsrate aufweisen, sind sie wesent-
lich therapieresistenter als die sich aus ihnen entwickelnden, rasch teilenden
Tumorzellen (Reya T et al.,, 2001; Wicha MS et al., 2006). Ob sich Tumor-
stammzellen aus differenzierten Zellen, die ,reprogrammiert® wurden, oder aus
entarteten Stammzellen entwickeln, ist derzeit nicht geklart (Spillane JB und
Henderson MA, 2007; Taipale J und Beachy PA, 2001). Auch scheint der Ph&-
notyp von Tumorstammzellen je nach Tumorentitat unterschiedlich zu sein, was

ihren Nachweis zurzeit noch erheblich erschwert.

1.2  Strategien zum Nachweis von Tumorstammzellen

Tumorstammzellen wurden zum ersten Mal bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukamie (AML) nachgewiesen. Aufgereinigte Leukdmiezellen mit
dem Oberflachenprofil CD34P°° / CD38"Y kénnen —im Gegensatz zu Leuka-
miezellen mit einem abweichenden Oberflachenprofil — bereits in geringer An-
zahl Leukéamie im Mausmodell ausldsen. Dabei ist die entstandene Tumorer-
krankung morphologisch und ph&notypisch identisch mit der AML des Patien-
ten, aus dem sie isoliert wurde (Bonnet D und Dick JE, 1997). Inzwischen sind
auch in soliden Tumoren Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften nach-
gewiesen worden, so beispielsweise in der Mamma (Al-Hajj M et al., 2003), im
ZNS (Singh SK et al., 2004), in der Prostata (Collins AT et al., 2005) im Kolon
(Ricci-Vitiani L et al. 2007), im Pankreas (Li C et al., 2007) und im Ovar (Zhang



S et al., 2008). Das Oberflachenprofil dieser Tumorstammzellen variiert zwar
entsprechend des Ursprungsgewebes, doch werden insbesondere die Oberfla-
chenmolekile CD44, CD49f (a6-Integrin), CD29 (B1-Integrin) oder CD133 be-
sonders haufig auf Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften gefunden
(Wicha MS et al., 2006).

Auch etablierte Tumorzelllinien scheinen Tumorstammzellen zu enthalten (Fill-
more CM und Kuperwasser C, 2008; Sheridan C et al., 2005; Takaishi et al.,
2009). Analog zu den Versuchen von Bonnet und Dick zeigten auch Fillmore
und Kuperwasser fur etablierte Brustkrebszelllinien, dass bereits eine geringe
Anzahl von Zellen mit dem Oberflachenprofil CD44P°° | CD24"° Brustkrebs im
Mausmodell auslost. Hingegen waren Brustkrebszellen mit einem abweichen-
den Oberflachenprofil hierzu nicht in der Lage bzw. mit nur sehr geringen An-
gehraten. Ob auch Zelllinien, die von anderen Tumorentitaten etabliert wurden,
Tumorstammzellen enthalten, ist bislang nur wenig untersucht. Zur Identifizie-
rung von Tumorstammzellen werden sehr haufig die beiden Oberflachenmole-
kile CD44 und CD24 herangezogen. Bei gesunden Zellen hat CD44 eine wich-
tige Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen, Zelladhasion sowie Zellmigration (Lesley J
et al.,, 1993). Die Bedeutung von CD24 ist noch weitestgehend ungeklart. In
Tumorzellen verandert sich die Funktion beider Oberflachenmolekile dahinge-
hend, dass sie vor allem die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen re-
gulieren (Baumann P et al., 2005; Bourguignon LY, 2001). Einige Studien be-
schreiben aber auch gegenteilige Funktionen von CD24 und CD44 (Lopez JI et
al., 2005; Schabath H et al., 2006).

1.3 Der Energiestoffwechsel von Kérper- und Tumorzellen

Jede Zelle bendtigt zur Aufrechterhaltung ihrer funktionellen und strukturellen
Integritat ausreichend Energie. Dieser Energiebedarf wird je nach Stoffwechsel-
lage zu unterschiedlichen Teilen durch den Abbau von Kohlenhydraten, Fetten
und Proteinen gedeckt, wobei jeweils der Energietrager Adenosintriphosphat
(ATP) gebildet wird. Wichtigster Energielieferant ist Traubenzucker (Glukose),
der im Zytosol Uber den Embden-Meyerhof-Weg (Glykolyse) unter Bildung von



2 Molekulen ATP pro Molekul Glukose metabolisiert wird. Das dabei entstehen-
de Pyruvat wird unter aeroben Bedingungen uber den Citrat-Zyklus zu Kohlen-
dioxid und in der Atmungskette zu Wasser abgebaut (oxidative Phosphorylie-
rung), wobei weitere 36 Molekille ATP pro Molekil Glukose gebildet werden.
Unter anaeroben Bedingungen hingegen wird Pyruvat im Zytosol zu Laktat,
dem Anion der Milchsaure reduziert. Dieser Stoffwechselweg wird als Milchs&u-

regarung bezeichnet.

Tumorzellen weisen oftmals einen veranderten Energiestoffwechsel auf. So be-
obachteten bereits 1923 Otto Heinrich Warburg und Seigo Minami, dass Tumo-
ren auch in Gegenwart von Sauerstoff Glukose zu Laktat vergaren (Tab. 1.1)
(Warburg O et al.,, 1923). Dies widersprach der Beobachtung, dass gesunde
Korperzellen in Gegenwart von Sauerstoff Glukose zu Kohlendioxid und Was-
ser oxidieren. Hierzu sind in den Mitochondrien die Enzyme des Citrat-Zyklus
und die Enzymkomplexe der Atmungskette notwendig. Die bioenergetische Be-
sonderheit von Tumorzellen, Laktat auch in Gegenwart von Sauerstoff zu bil-
den, wurde von O. Warburg als ,aerobe Glykolyse“ bzw. von seinem Umfeld als
~Warburg-Effekt* bezeichnet (Tab. 1.1). Warburg verstand dabei unter der Gly-
kolyse die Umwandlung von Zucker zu Laktat, wahrend man heute hierunter
den Abbau von Glukose zu Pyruvat versteht. Wird Pyruvat in Laktat umgewan-
delt, so wird dies als Milchsauregarung bezeichnet. Aufgrund der geringen
Energieausbeute der Milchsauregarung weisen Tumorzellen einen erhdhten
Verbrauch von Glukose auf (Gatenby RA und Gillies RJ, 2004).

Die genetischen Ursachen, die an der Auspragung des Warburg-Effektes betei-
ligt sind, werden immer besser verstanden. Mutationen in Protoonkogenen (z.B.
Ras und Akt) bzw. Tumorsuppressorgenen (z.B. LKB1 und VHL) fihren u.a. zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia-inducible factor), der eine
zentrale Rolle im Tumorstoffwechsel einnimmt. Schnell wachsende Tumoren
verbrauchen viel Glukose und geraten sehr rasch in einen Sauerstoffmangel
(Hypoxie). Fehlt ihnen in dieser Situation HIF-1, dann kénnen sie nicht mehr
wachsen, da dieser Transkriptionsfaktor ihnen hilft, unter Hypoxie Glukose in
Energie umzuwandeln (Gatenby RA und Gillies RJ, 2004; Shaw RJ, 2006).



Hierzu steigert HIF-1 die Expression von Enzymen der Glykolyse, wahrend die
Synthese und Funktion mitochondrialer Enzyme fir den weiteren Abbau von
Glukose-Derivaten partiell bzw. komplett inhibiert werden (Moreno-Sanchez R,
2007). Zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung induziert HIF-1 aul3erdem
die Bildung neuer Blutgefal3e (Neovaskularisierung). Um den erhohten Bedarf
der Krebszellen an Glukose zu decken, wird durch HIF-1 zudem die Uberex-
pression spezifischer Glukosetransporter (GLUT) gesteuert. Dabei werden auf-
grund ihrer physikochemischen Eigenschaften insbesondere die fir Glukose
hochaffinen Transporter GLUT-1 und GLUT-3 exprimiert (Marin-Hernandez A et
al., 2009; Macheda ML et al., 2005).

Tabelle 1.1: Die Abbauwege von Glukose in An- und Abwesenheit von Sauerstoff. Die von
Warburg beobachtete Fahigkeit von Tumoren, Glukose auch in Anwesenheit von Sauerstoff zu
zu Laktat zu vergaren (,aerobe Glykolyse®), ist bei normalen Kérperzellen nicht bzw. nur in ge-
ringem Ausmalf zu finden (Moreno-Sanchez R, 2007).

Umgebungsbedingungen
aerob anaerob
Korperzelle CO, + H0 Laktat
(oxidative Phosphorylierung) (Milchsauregarung)
Laktat
(,aerobe Glykolyse*)
Laktat
Tumorzelle und . "a 2 )
CO, + H,0 (Milchsauregarung)
(oxidative Phosphorylierung)

Der geringen Energieausbeute und der Abhangigkeit von einer ausreichenden
Versorgung mit Glukose zum Trotz, ergeben sich durch den Warburg-Effekt ei-
ne Reihe von Vorteilen fir Tumorzellen: so kdnnen sie im Gegensatz zu ge-
sunden Korperzellen auch bei fluktuierender Sauerstoffversorgung tberleben
(Pouysseégur J et al., 2006); zudem nutzen sie zahlreiche Intermediate der Gly-
kolyse als Kohlenstoffquelle zum Aufbau korpereigener Bestandteile (Anabo-
lismus) (Kroemer G und Pouysségur J, 2008). Des Weiteren Ubernimmt das
von den Zellen gebildete Laktat wichtige biologische Funktionen im Stoffwech-
sel von Tumorzellen (Fischer K et al., 2007; Swietach P et al., 2007). Zudem



wird Laktat unter aeroben Bedingungen auch zur Energiegewinnung genutzt
(Sonveaux P et al., 2008).
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Abbildung 1.1: Die Bildung von Laktat aus dem Abbau von Glukose und Glutamin (modi-
fiziert nach Vander Heiden MG et al., 2009). Uber Glukosetransporter (GLUT) gelangt Glukose
in die Zelle und wird dort tGber Pyruvat zu Laktat abgebaut (Tab. 1.1: ,aerobe Glykolyse®). Nur
ein geringer Anteil des Pyruvats wird in Acetyl-CoA umgewandelt und in den Citrat-Zyklus ein-
geschleust. Glutamin wird nach seiner Aufnahme {iber Na‘-abhangige Aminosauretransporter
(ASCT2 und ATBO) in einem verkirzten Citrat-Zyklus zu Malat abgebaut, das seinerseits
decarboxyliert und Gber Pyruvat (nicht gezeigt) zu Laktat reduziert wird. Die dabei anfallenden
Reduktionsaquivalente (nicht gezeigt) werden im anabolen Stoffwechsel der Tumorzelle ver-
wendet. Malat kann aber auch in Oxalacetat bzw. Citrat umgewandelt und so fiir die Nukleotid-
bzw. Fettsauresynthese genutzt werden. Die im Citrat-Zyklus anfallenden Reduktionsaquivalen-
te (symbolisiert durch gebogenen Blockpfeil) werden flr die Gewinnung des Energietragers
Adenosintriphosphat (ATP) in der Atmungskette eingesetzt.

Tumoren bilden auch beim Abbau der nicht-essentiellen Aminosaure Glutamin
Laktat. Die bei diesem als Glutaminolyse bezeichneten Stoffwechselweg ent-
stehenden Reduktionsaquivalente fuhren in der Atmungskette zur Bildung von
circa 9 Molekilen ATP pro Molekul Glutamin (Reitzer LJ et al., 1979;
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DeBerardinis RJ et al., 2008). Wahrend die Glykolyse, chemisch handelt es sich
hierbei um eine Dehydrogenierung von Glukose zu Pyruvat, ohne Sauerstoff
ablauft, setzt die Glutaminolyse ein hohes Sauerstoffangebot voraus. Da Tumo-
ren ab einer bestimmten Grol3e in der Regel mit Sauerstoff minderversorgt sind,
konnen die hypoxischen Zellen Glutamin unter den herrschenden anaeroben
Bedingungen als Energiequelle nicht nutzen (Kallinowski F et al., 1987)
(Abb. 1.1). Auch die Metabolite des Glutamin-Stoffwechsels werden fur anabole
Stoffwechselwege, u.a. fur die Protein-, Fettsdure- und Nukleotidsynthese, ge-
nutzt (Matés JM et al., 2009; Medina MA et al., 1992).

1.4  Zielsetzung

Wie im letzten Kapitel erlautert, geht die Entstehung von Krebs maf3geblich mit
Veranderungen im Stoffwechsel einher. Fur die Energieversorgung von Krebs-
zellen unter hypoxischen Bedingungen kommt der Glukose als leicht aufzu-
schlieBendem Energietrager eine malfigebliche Bedeutung zu. Hierzu passt,
dass der Anstieg der Krebsrate seit dem 2. Weltkrieg mit dem steigenden Zu-
ckerkonsum korreliert (Cordain L et al., 2005). Auch Studien, die einen Zusam-
menhang zwischen geénderten Ernahrungsgewohnheiten und der Entstehung
von Krebs herstellen, komplettieren dieses Bild. So belegt u.a. eine Studie des
Stockholmer Karolinska Instituts, dass ein tbermafiger Konsum gesuf3ter Nah-
rungsmittel sowie zuckerhaltiger Getréanke die Entstehung von Pankreaskrebs
beginstigt (Larsson SC et al., 2006).

Um nicht auf klinisches Material angewiesen zu sein, wurden in der vorliegen-
den Arbeit verschiedene humane Tumorzelllinien untersucht. Zunachst wurde
die Verteilung der beiden Oberflachenmarker CD44 und CD24 auf diesen Zellli-
nien Uberprift, da beide Marker die Invasion und Metastasierung von Tumorzel-
len regulieren und sie somit zur Abschatzung der Malignitat herangezogen wer-
den (s. auch Kap. 1.2) (Baumann P et al., 2005; Bourguignon LY, 2001). Auf-
grund der Verteilung der beiden Marker sind folgende Phanotypen denkbar:



CD44°°° | CD24"°° (CD44" | CD24")
CD44P% | CD24™9 (CD44" | CD24Y)
CD44"9 | CD24P* (CD44 | CD24")
CD44"9 | CD24"™% (CD44 |/ CD24)

Die gesteigerte Glukoseaufnahme von Tumoren korreliert mit deren Malignitat
und der Lebenserwartung von Krebspatienten (Kunkel M et al., 2003; Mochiki E
et al., 2004); gleiches gilt fur eine starke Laktatbildung (Walenta S et al., 2000).
Fur die vorliegende Arbeit wurden unterschiedliche Tumorzelllinien (Tab. 3.2)
hinsichtlich ihrer Glukoseaufnahme und Laktatbildung sowie ihrer Malignitat un-
tersucht. Da die Tumorzelllinien urspringlich aus Biopsien klinischer Tumoren
etabliert wurden, sollten sie deren Eigenschaften ,konserviert* haben und diese

bei den entsprechenden Untersuchungen aufweisen.

Weiter wurde in dieser Arbeit untersucht, ob in den zur Verfigung stehenden
Tumorzelllinien eine mdgliche Abhéangigkeit des Tumorstoffwechsels von Glu-
tamin nachzuweisen ist. Glutamin als nicht-essentielle Aminosaure ist in vivo
ein Hauptbestandteil der freien Aminosauren und wird aus diesem Grund den

Nahrmedien zugeflgt.

AbschlieRend wurden die in dieser Arbeit erhobenen Daten unter dem Ge-
sichtspunkt betrachtet, ob ein Zusammenhang zwischen einem bestimmten

Oberflachenprofil und dem Energiestoffwechsel hergestellt werden kann.



2 Fragen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, neun Tumorzelllinien hinsichtlich ihres
Oberflachenprofils und des Warburg-Effektes zu untersuchen. Hierzu werden
folgende Fragen gestellt:

1) Wie unterscheiden sich die getesteten Tumorzelllinien hinsichtlich der
Verteilung von CD44 und CD24 auf ihrer Oberflache?

2) Welche Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten gibt es im
Glukosestoffwechsel der untersuchten Tumorzelllinien? Welche Beson-
derheiten fallen bei der Messung der Glukoseaufnahme sowie der
Laktatbildung auf?

3) Sind Tumorzelllinien nachzuweisen, deren Oberflachenprofil mit einem

bestimmten Stoffwechsel korreliert?



3 Material und Methoden

3.1 Kulturmedien und Pufferlésung

Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 in ,Dutch Modification“ (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) mit folgenden Zuséatzen (in Klammern jeweils die Endkonzentration)
verwendet: Penicillin G (100 U/mL), Streptomycin (100 ug/mL), 2-Mercapto-
ethanol (50 umol/L), Natriumpyruvat (1 mmol/L), 1 % nicht-essentielle Amino-
sauren (alle Zusétze von Invitrogen GmbH, Karlsruhe) sowie 10 % hitzeinakti-
viertes fetales Kalberserum (Cell Concepts GmbH, Umkirch). Als Standardme-
dium enthielt dieses Kulturmedium Glukose (2 g/L bzw. 11 mmol/L) und Gluta-
min (0,3 g/L bzw. 2 mmol/L). Folgende modifizierte RPMI-Medien wurden ver-
wendet: Glukose-freies Medium (Glc” GIn*), Glutamin-freies Medium (GIc™ GIn’)
und Glukose- und Glutamin-freies Medium (Glc” GIn’). Mit Ausnahme von Glu-
kose und Glutamin wurden keine Veranderungen am Medium vorgenommen
(Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien. Zu den Zusét-
zen siehe Text.

Néhrmedium Bezeichnung Glukose Glutamin Zuséatze
Glukose- und Glutamin-haltig Glc* GIn* + + +
Glukose-frei, Glutamin-haltig Glc GIn® - + +
Glukose-haltig, Glutamin-frei Glc’ GIn + - +
Glukose- und Glutamin-frei Glc” GIn® - - +

Fur humane Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen wurden spezielle,

auf diese Zelltypen abgestimmte Medien verwendet:

Medium fiir Fibroblasten (“Fibroblast Growth Medium 2*). Das verwendete
Medium der Firma PromoCell® (Heidelberg, Kat.-Nr.: C-23020) enthielt Insulin
(5 pg/mL), bFGF (1 ng/mL), Glukose (8 mmol/L) und 2 % hitzeinaktiviertes feta-

les Kélberserum (Endkonzentration in Klammern).
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Medium fiir Makrophagen (,DMEM Low Glucose®). Das Medium (Cell
Concepts, Umkirch, Kat.-Nr.: M-L2501-1) enthielt 5,6 mmol/L Glukose, 2 mmol/L

L-Glutamin sowie 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum.

Medium fiir Endothelzellen (,,Endothelial Cell Growth Medium”). Das Medi-
um der Firma PromoCell® GmbH (Heidelberg, Kat.-Nr.: C-22010) enthielt 5,6
mmol/L Glukose sowie 2 % hitzeinaktiviertes Kalberserum, ECGS/Heparin (0,4
%), EGF (0,1 ng/mL), bFGF (1 ng/mL) und Hydrocortison (1 pg/mL) (Endkon-

zentration in Klammern).

PBS (,,Phosphate buffered saline”). Diese phosphatgepufferte Salzlésung
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) bestand aus Natriumchlorid (140 mmol/L), Kali-
umchlorid (2,7 mmol/L), Natriumdihydrogenphosphat (7,2 mmol/L) sowie Kali-
umhydrogenphosphat (1,47 mmol/L).

3.2  Zelllinien

In Tab. 3.2 sind die verwendeten Tumorzelllinien aufgelistet. Samtliche Zellen
wuchsen adharent und waren frei von Mycoplasmen. Als Kontrollzelllinien wur-
den ,Human Umbilical Vein Endothelial Cells* (HUVEC) und ,Normal Human
Dermal Fibroblasts (NHDF) der Firma PromoCell® GmbH sowie Mause-
Makrophagen (J774.2) (Uber die Firma Cell Concepts GmbH bezogen) verwen-
det.

3.2.1 Zellkultivierung

Alle untersuchten Zelllinien wurden im CO-Inkubator (NU-5500 DH Duraflow
CO,, NuAire Inc., Plymouth, U.S.A.) bei Standardbedingungen von 37°C,
5 %iger CO,-Atmosphére und 95 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen (Grei-
ner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Kat.-Nr.: 658175) kultiviert. In regelmafi-
gen Absténden (2 bis 3-mal pro Woche) wurde das Kulturmedium ausgetauscht

bzw. die Zellen ,passagiert® (s. hierzu Zellernte).
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3.2.2 Zellernte

Die Zellen wurden mit Trypsin/ EDTA (0,5 % /0,22 % in PBS) (PAA Laborato-
ries GmbH, Pasching, Osterreich) vom Boden der Kulturflaschen abgelost, mit
50 mL PBS aufgenommen und fiir 6 Minuten bei 397 xg zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, das Zellpellet in einem definierten Volumen PBS
resuspendiert und anschlieRend die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
(Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen) bestimmt. Hierzu wurden die Zellen mit

0,04 % (Endkonzentration) Trypanblau (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gefarbt.

Tabelle 3.2: Tumor- und Kontrollzelllinien, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Mit
Ausnhahme von J774.2 sind samtliche Zelllinien humanen Ursprungs.

Zelllinie Gewebe Bezugsquelle
HT-29 Kolon DSMZ *, Kat.-Nr.: ACC 299
23132/87 Magen DSMZz *), Kat.-Nr.: ACC 201
MDAMB-231 Mamma ATCC **), Kat.-Nr.: HTB-26
MDAMB-468 Mamma ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-132
MCF-7 Mamma ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-22
BT-20 Mamma ATCC **), Kat.-Nr.: HTB-19
SKOV-3 Ovar ATCC *¥, Kat.-Nr.: HTB-77
BXPC-3 Pankreas ATCC *¥, Kat.-Nr.: CRL-1687
HRT-18 Rektum ATCC **), Kat.-Nr.: CCL-244
HUVEC Nabelschnur-Endothelzellen PromoCell, Kat.-Nr.: C-12200
NHDF Dermale Fibroblasten PromoCell, Kat.-Nr.: C-12350
J774.2 Murine Makrophagen Cell Concepts, Kat.-Nr.: 85011428

*  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
=) American Type Culture Collection (www.atcc.org)

3.3  Durchflusszytometrie

3.3.1 Theorie

Das Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie basiert auf Fluorochrom-
markierten Agenzien, die spezifisch mit den zu untersuchenden Zellen inter-
agieren und nach Anregung durch eine Energiequelle (Laserlicht) Photonen

emittieren. Diese Fluoreszenzen werden gemessen und graphisch dargestellt,
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wobei sich die Fluoreszenzintensitat proportional zur Quantitat des untersuch-
ten Parameters verhalt. Daneben wird Streulicht in Vorwartsrichtung (Ablenk-
winkel 1° bis 10° zur Achse des Laserlichtes; Forward angle light scatter = FCS)
als Mal3 der ZellgroRe sowie Seitwartsstreulicht (Ablenkwinkel 90° zur Achse
des Laserlichtes; Side angle light scatter = SSC) als Mal3 fur Granularitat und

,MembranunregelmaRigkeiten® einer Zelle gemessen.

Die zur Phanotypisierung verwendeten Fluorochrom-markierten Antikdrper wa-
ren mit R-Phycoerythrin (PE; Emissionsmaximum bei 575 nm) bzw. mit Fluo-
reszein-5-isothiocyanat (FITC; Emissionsmaximum bei 520 nm) konjugiert.

3.3.2 CD44 / CD24-Phanotypisierung

Jeweils 5x10° Zellen der zu untersuchenden Tumorzelllinien wurden in 50 pL
PBS mit dem anti-CD44 Antikorper G44-26 (PE-konjugiert; BD Biosciences,
Heidelberg) bzw. dem anti-CD24 Antikérper ML5 (FITC-konjugiert; BD
Biosciences, Heidelberg) fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Bei Verwendung von
zwei Antikérpern pro Probenréhrchen (Doppelmarkierung) wurden die Antikor-
per hintereinander inkubiert. Zu jedem R6hrchen wurden 300 pyL PBS hinzuge-
geben und die Proben bei 397 xg fur 6 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen zur Messung am Durchflusszytometer
(FACScan™, Becton Dickinson, Heidelberg) in 300 L PBS resuspendiert. Es
wurden 10.000 Ereignisse als Endpunkt jeder Messung mit dem Programm BD

CellQuest™ Pro (Version 5.1.1) gemessen und gespeichert.

Zur Uberpriifung unspezifischer Antikorperbindungen wurde als Negativkontrol-
le pro Messreihe jeweils ein gesondertes Probenrohrchen mit 1 pyL eines nicht-
bindenden Antikérpers, der den gleichen Isotyp wie die Analyse-Antikdrper
G44-26 bzw. ML5 aufwies (PE-konjugierter Maus 1gG;,k Antikdrper bzw. FITC-
konjugierter Maus 1gGy,k Antikorper) (beide BD Biosciences), verwendet. Ein
weiteres Probenréhrchen wurde ohne Zusatze (,Solo“-Réhrchen) gemessen,
um die Hintergrundfluoreszenz der jeweiligen Messreihe zu bestimmen. Der An-

teil toter Zellen wurde mittels 10-minutiger Inkubation in 5 gL 7-Aminoactino-
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mycin (7-AAD) (BD Biosciences, Heidelberg) in einem weiteren R6hrchen fest-
gestellt (,Vitalitatsrohrchen®).

3.3.3 Messung der Glukoseaufnahme

Jeweils 2x10° Zellen, resuspendiert in 500 L Kulturmedium (Glc* GIn*), wur-
den in einer Zellkulturschale mit 24 Vertiefungen (transparent, Flachboden)
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) fur 24 Stunden im CO,-Inkubator kul-
tiviert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit jeweils 500
uL PBS gewaschen, bevor sie in 500 yL Glukose-freies Medium (Glc™ GIn™) fur
15 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden im Brutschrank inkubiert wurden. Die
Zellen wurden mit 500 puL PBS gewaschen und anschlieBend mit dem
Fluorochrom-markierten D-Glukoseanalogon 2-NBDG (2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoxyglukose) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in 500 pyL
PBS (Endkonzentration 0,2 mmol/L) fir 30 und 60 Minuten bei 4°C bzw. 37°C
inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen mit PBS gewaschen und vom Plat-
tenboden mit Trypsin / EDTA (0,5 % / 0,22 % in PBS) abgelost. Die Zellen wur-
den pelletiert (397 xg fur 6 Minuten) und in 300 pL PBS am
Durchflusszytometer gemessen. Als Negativkontrolle wurde eine Probe glei-
cher Zellzahl ohne Inkubation mit 2-NBDG (,Kontrolle®) verwendet. Die Vitalitat

der Zellen wurde mit 7-AAD Uberprift.

3.4 Messung der Laktatbildung

Jeweils 2x10* Zellen der betreffenden Tumorzelllinie wurden in 100 uL Nahr-
medium fir 24, 48 bzw. 72 Stunden in einer Zellkulturschale mit 96 Vertiefun-
gen (transparent, Flachboden) (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) im
COg-Inkubator kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der entnomme-
ne Uberstand in ReaktionsgefaRe (Eppendorf AG, Hamburg) bei -25°C bis zur
Messung gelagert. Fiir die Bestimmung der Laktatkonzentration im Uberstand
wurde der Laktat-Assay der Firma R-Biopharm AG (Darmstadt, Kat.-Nr.:
10139084035) verwendet, der auf den nachfolgenden Reaktionen beruht:

-14 -



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

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

Das Gleichgewicht der ersten Reaktion liegt zwar auf der Seite von Laktat, doch
mit Hilfe der Glutamat-Pyruvat-Transaminase wird Pyruvat zu Alanin umgewan-
delt (Reaktion 2), wodurch sich das Gleichgewicht der ersten Reaktion auf die
Seite von Pyruvat und NADH + H* verschiebt. Die Menge an reduziertem
NADH, die aquivalent zur Menge an Laktat ist, wurde bei einer Wellenlange von
340 nm bestimmt. Die photometrischen Messungen erfolgten im Mikroplatten-
Lesegerat GENios Plus (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) und die Mess-
daten wurde mit dem Programm XFLUOR4 (Version 4.51) aufgenommen. Als
Positivkontrolle wurde jeweils ein Aliquot mit bekannter Laktatmenge sowie ein
Aliquot des jeweiligen Nahrmediums verwendet. Als Negativkontrolle
(,Leerwert) wurde Reinstwasser verwendet. Die zur Herstellung der Reaktions-
I6sungen bendtigten Mengen wurden der Anleitung des Laktatassays entnom-
men, ebenso die Formel' zur Berechnung der Laktatmenge aus den gemesse-

nen Extinktionswerten fir NADH.

3.5 Immunhistochemie

Jeweils 3x10° Zellen wurden in 500 uL PBS bei 143 xg fiir 5 Minuten auf Glas-
objekttrager zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Objekttrager
Uber Nacht bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet und bei - 25°C gelagert.
Vor der immunhistochemischen Untersuchung wurden die Zellen fixiert, indem
die Objekttrager aus dem Gefrierschrank unmittelbar in 2 %ige Formaldehyd-
Losung (mit PBS verdinnt) Gberfihrt und far 10 Minuten inkubiert wurden. An-
schlieRend wurden die Zellen nacheinander mit 0,05 %iger Triton-X100-Lésung
(Merck KgaA, Darmstadt, Kat-Nr.: 1.08603.1000) fur 10 Minuten, mit

! Zur Bestimmung der Laktat-Konzentration in g/L durch Messung der Extinktionsdifferenz AE
[AE = (E2-E1)probe — (E2-E1)Leerwer] Wurde folgende Formel verwendet: ¢ (g/L) = (V * MG/ € * d *
v * 1000) * AE. Testvolumen V [mL] = 0,224 mL, Molekulargewicht (MG) von Laktat = 90,1
g/mol, Extinktionskoeffizient € von NADH bei 340 nm = 6,3 L/mmol * cm und Probevolumen v
[mL] = 0,010 mL sind vom Hersteller vorgegeben. d [cm] = Schichtdicke von Test- und Probevo-
lumen. Sie wurde fir die ELISA-Platte mit 96 Vertiefun%en wie folgt berechnet: d =V /A = 0,64
cm mit dem Testvolumen V (= 0,224 mL = 0,224 cm”) und der Flache (A = 0,35 sz)_ E; =
Extinktion vor Starten der Reaktion, E, = Extinktion nach Ablauf der Reaktion.
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Peroxidase Blocking Reagens (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Kat.-Nr.:
S2001) fur 15 Minuten und mit Beriglobin-Lésung (1:50 mit PBS verdunnt) (ZLB
Behring AG, Marburg, Kat.-Nr.: 4455849) fir weitere 15 Minuten inkubiert. Die
Primar-Antikdrper gegen GLUT-1 (US Biological, Swampscott/Massachusetts,
U.S.A., Kat.-Nr.: G3900-01J) bzw. GLUT-3 (Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Kat.-Nr.: GLUT-301AP) wurden in einer Verdiinnung von 1:100 bzw.
1:300 mit antibody dilution-Losung (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Kat.-
Nr.: S3022) eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden die Objekttrager nur mit
antibody dilution-Lésung inkubiert. Nach 30-minutiger Inkubation wurden die
Zellen mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundar-Antikorper
(Dako, Kat.-Nr.: P0217), der 1:100 mit antibody dilution-Losung verdinnt wor-
den war, fir 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde zu den Préparaten
Diaminobenzidin (Dako, Kat.-Nr.: K3466) gegeben und die Farbereaktion nach
3 Minuten gestoppt. Die Gegenfarbung erfolgte durch Anfarbung der Zellkerne
mit Hamalaun. Nach darauffolgender Entwasserung in aufsteigender
Ethanolreihe (70 %, 96 %, 100 % und abschlieRend in Xylol) wurden die Zell-
proben mit Einschlumedium von R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
Emmendingen (Kat.-Nr.: 04-0001) eingedeckt.

3.6  Auswertung

Die am Durchflusszytometer gewonnenen Daten wurden mit dem Freeware-
Programm WinMDI (Version 2.8) ausgewertet. Die statistische Auswertung
samtlicher Daten erfolgte mit dem Programm Excel 2003 der Firma Microsoft.
Bei wiederholt durchgefihrten Messungen wurden der Mittelwert sowie die
Standardabweichung berechnet. Minimal- bzw. Maximalwerte dieser Datensat-

ze finden sich jeweils im Anhang.
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4 Ergebnisse

Fur diese Arbeit wurden verschiedene Tumorzelllinien (Tab. 3.2) in vitro charak-
terisiert. Im Vordergrund standen die Phanotypisierung der Zellen und Untersu-
chungen zu ihrem Energiestoffwechsel. Die hierfir verwendeten Zellen waren

nach der Zellernte (Kap. 3.2.2) zu circa 90 % vital®.

4.1 Nachweis der Expression von CD44 und CD24 auf Tumorzellen

Die beiden Oberflachenmolekile CD44 und CD24 sind fir die Identifizierung
von Tumorstammzellen von Bedeutung (s. Einleitung). Daher wurden die in
Tab. 3.2 aufgelisteten Tumorzelllinien hinsichtlich der Expression beider Marker
durchflusszytometrisch analysiert.

Die Ergebnisse der Phanotypisierung fir jede Tumorzelllinie sind in Abb. 4.1
und Tab. 4.1 gezeigt. Auf samtlichen Tumorzelllinien wurden entweder ein oder
beide Marker nachgewiesen; es gab keine Zelllinie, die ausschlie3lich doppelt
negativ war. Doppelt positiv (jeweils >80 % der Zellen) waren die Zellen der
Tumorzelllinien 23132/87, MDAMB-468, MCF-7 und BT-20. Die Zellen der Tu-
morzelllinien HT-29 und SKOV-3 waren zu einem geringeren Anteil ebenfalls
doppelt positiv (jeweils > 50 % der Zellen).

Im Durchschnitt wiesen jeweils mehr als 90 % der Zellen der Tumorzelllinien
MDAMB-231 und BXPC-3 das Oberflachenprofil CD44" / CD24  auf. Bei den
anderen Zelllinien wurde dieser Phanotyp auf bis zu 9 % der Zellen gefunden.

Die Zellen der Tumorzelllinie HRT-18 waren im Durchschnitt zu 67 % einfach
positiv fur CD24 (Phanotyp 3 in Tab. 4.1). Zwar waren auch bis zu 38,7 % der
Zellen der Tumorzelllinie SKOV-3 einfach positiv fir CD24, doch da der Grof3teil
der Zellen doppelt positiv waren, wurden sie dem Phanotyp 1 zugeordnet (Tab.
4.1).

? Die toten Zellen wurden durchflusszytometrisch mittels 7-AAD (7-Aminoactinomycin) nachge-
wiesen. Im Durchschnitt betrug der Anteil 7-AAD-positiver Zellen in dieser Arbeit
11,0 % + 13,5 % (Maximum 46,4 %, Minimum 0,1 %).
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Abbildung 4.1 (auch S. 18): Durchflusszytometrische Bestimmung von ZellgroRe und
Granularitat (FSC und SSC) sowie des CD44 / CD24-Phénotyps bei Tumorzelllinien. Die
Darstellung von ZellgréRe und Granularitat zeigen jeweils eine deutliche Population. Anhand
der CD44 / CD24-Verteilung wurden 3 Phanotypen definiert (s. hierzu Tab. 4.1). Bei den in die-
ser Abbildung gezeigten Daten handelt es sich um Einzelmessungen, in Tab. 4.1 um die Mini-
mal- bzw. Maximalwerte verschiedener Messungen.
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Tabelle 4.1: Ubersicht der Ergebnisse zur CD44 / CD24-Ph&notypisierung von neun Tu-
morzelllinien. Gezeigt sind die Minimal- und Maximalwerte verschiedener Messreihen (,n“ gibt
die Anzahl der Messreihen wider). Die Daten dieser Analyse fiihrten zur Identifizierung von drei
Ph&notypen, wobei die meisten Tumorzelllinien zum Typ 1 (CD44" / CD24") gehéren. Der je-
weilige Phanotyp ist unterstrichen.

CD44"/ CD24" | CD44"/CD24 | CD44/ CD24" | CD44 /| CD24

zelllinie : Maximal- / Mini- | Maximal- / Mini- | Maximal-/ Mini- | Maximal-/ Mini-
malwert (%) malwert (%) malwert (%) malwert (%)

HT-29 2 60,3 /46,8 9,0/4,1 4,1/3,6 40,1/32,0
23132/87 3 96,1/93,1 0,3/0,1 57129 0,9/0,5
MDAMB-231 | 3 0,2/0,6 95,2/914 0,1/0,1 6,7/4,5
MDAMB-468 | 2 95,5/80,6 0,1/0,1 19,0/4,3 0,3/0,2
MCF-7 2 85,9/80.4 0,4/0,2 17,8/12,1 18/14
BT-20 2 90,5/89,3 59/4,0 33/22 2,712,3
SKOV-3 2 59,7/437 0,6/0,5 38,7/18,7 37,1/1,2
BXPC-3 3 0,1/0,1 98,7/96,1 0,1/0,1 1,3/3,9
HRT-18 2 17,0/14,8 22/11 70,9/62,9 21,1/9,9
Phanotyp 1 2 3

Inwieweit diese Phanotypen (Tab. 4.1) charakteristische Eigenschaften im

Energiestoffwechsel aufweisen, wurde im Weiteren untersucht.

4.2 Messung der Glukoseaufnahme von Tumorzellen

Glukose nimmt im Stoffwechsel von Tumorzellen eine zentrale Rolle ein (s. Ein-
leitung). Zur Quantifizierung der Glukoseaufnahme der in Tab. 3.2 aufgelisteten
Tumorzelllinien wurden diese zuerst fur 15 Minuten in Glukose-freies Medium
(Glc GIn™) (Tab. 3.1) iberfiihrt, bevor sie mit dem Fluorochrom-markierten D-
2-NBDG

Glukoseaufnahme erfolgte am Durchflusszytometer.

Glukoseanalogon inkubiert  wurden. Die  Messung der

Wie der Tab. 4.2 sowie der Abb. 10.2 im Appendix zu entnehmen ist, nahmen
samtliche getesteten Zellen, unabhangig davon, ob es sich hierbei um benigne
oder maligne Zellen handelte, 2-NBDG aus dem Medium auf (zwischen 34,8
und 96,9 %). Die Menge an aufgenommenem 2-NBDG, die durch Messung der
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mittleren Fluoreszenzintensitat AMFI bestimmt wurde®, war dabei abhangig von
Temperatur und Inkubationsdauer (Tab. 4.2, Abb. 4.2).

Tabelle 4.2: Bestimmung der 2-NBDG-Aufnahme (AMFI) und der 2-NBDG-positiven Zellen
(%) nach 30- bzw. 60-minutiger Inkubation bei 4°C und 37°C. Die Zellen nehmen bei 37°C
mehr 2-NBDG auf als bei 4°C. Wesentliche Unterschiede in der Aufnahmekapazitat von 2-
NBDG zwischen malignen und benignen Zelllinien bestehen nicht. Standardabweichungen, Mi-
nimal- und Maximalwerte sind im Appendix aufgefihrt.

30 min Inkubation 60 min Inkubation
Zelllinie n  AMFI (positive Zellen in %) n  AMFI (positive Zellen in %)

4°C 37°C 4°C 37°C
HT-29 2 98(745) 18,3(79,1) 1  44(56,8)  84,0(92,0)
23132/87 2 10,0(82,6) 28,9 (89,8) 1 85(71,4)  62,8(86,9)
MDAMB-231 2 8,4 (70,0) 21,0 (88,9) 1 15,9(84,8) 30,2 (86,7)
MDAMB-468 2 3.4 (48,9) 9,7 (60,3) 1 28,4(87,8) 651(92,3)
MCE-7 2 150(72,9) 17,7 (86,6) 1 12,2(71,7) 17,1 (73,8)
BT-20 2 7,2(72,3) 23,7 (94,6) 1 76(61,4)  27,1(854)
SKOV-3 2 6,3 (78,5) 17,4 (88,5) 1 1,8 (34,8) 5,0 (47,4)
BXPC-3 2  6,1(66,00 27,3(925) 1 4,9(50,3) 7,6 (53,5)
HRT-18 2 4,0(72,4) 13,3(91,4) 1 10,3(84,4) 37,5(96,9)
HUVEC 3  236(82,6) 32,2(88,3) 1 96,6(96,8) 84,1(93,1)
NHDF 2 18,4(79,9 26,3 (66,8) 3 80,2(91,3) 184,1(93,1)
J774.2 2  19(57,1) 13,0(88,4) 1 7,1(79,8)  14,8(85,0)

Zur einfacheren Abschatzung der Glukoseaufnahme wurde die 2-NBDG-Netto-
aufnahme firr die einzelnen Zelllinien berechnet®. Je hoher der Prozentwert fiir
die 2-NBDG-Nettoaufnahme desto groRer die Aufnahmekapazitat (Tab. 4.3).

Dieser Wert lasst Riuckschlisse auf den Glukosebedarf der Zellen zu.

% Zur Berechnung von AMFI siehe Abb. 10.1 im Appendix

* Zur Berechnung der 2-NBDG-Nettoaufnahme wurde die 2-NBDG-Aufnahme bei 4°C als
Grundumsatz und die 2-NBDG-Aufnahme bei 37°C als Leistungsumsatz der jeweiligen Zelllinie
definiert. Als Referenzwert fir die 2-NBDG-Nettoaufnahme wurde somit AMFI (4°C) festgelegt.
Die 2-NBDG-Nettoaufnahme in Prozent berechnet sich hieraus wie folgt: 2-NBDG-Netto-
aufnahme = [(AMFI (37°C) - AMFI (4°C)) / AMFI (37°C)] * 100. Die Differenz der 2-NBDG-
Nettoaufnahme nach 30 und 60 Minuten wurde als Faktor ausgedriickt: Faktor = 2-NBDG-
Nettoaufnahme (60 Minuten) / 2-NBDG-Nettoaufnahme (30 Minuten).
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Abbildung 4.2: Die Aufnahme von 2-NBDG bei Tumorzellen und benignen Zellen nach 30-
minutiger (oben) bzw. 60-minttiger (unten) Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C. Alle
Zelllinien zeigen eine temperaturabhéngige Aufnahme von 2-NBDG (Ausnahme HUVEC). Die
Messung der 2-NBDG-Aufnahme lasst Riuckschliisse auf den Glukosebedarf der entsprechen-
den Zellen zu. Der AMFI ist logarithmisch dargestellt; zu seiner Berechnung siehe Abb. 10.1 im
Appendix. Der Anteil 2-NBDG-positiver Zellen ist in Abb. 10.2 dargestellt.
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Wie aus Tab. 4.3 zu entnehmen ist, wurde bei den meisten Tumorzelllinien eine
2-NBDG-Nettoaufnahme von 60 bis 70 % nach 30-minttiger Inkubation beo-
bachtet. Die Zelllinien BXPC-3 bzw. HT-29 und MCF-7 fielen durch eine héhere
(77,5 %) bzw. kleine (46,3 % und 15 %) 2-NBDG-Nettoaufnahme auf. Die Be-
rechnung der 2-NBDG-Nettoaufnahme fur 60 Minuten fuhrte zur Identifizierung
von Zellen mit einer hohen Aufnahmekapazitat von 2-NBDG. Hierzu gehdren
die Tumorzelllinien HT-29 und 23132/87 und MCF-7 und die humane Fibro-
blastenzelllinie NHDF. Bei funf Tumorzelllinien blieb die 2-NBDG-Nettoauf-
nahme auch nach 60-minutiger Inkubation nahezu konstant. Hierzu gehoren
MDAMB-231, MDAMB-468, BT-20, SKOV-3 und HRT-18. Lediglich die Pankre-
askarzinomzelllinie BXPC-3 zeigte eine deutliche Abnahme der 2-NBDG-

Nettoaufnahme nach 60 Minuten.

Tabelle 4.3: Bestimmung der 2-NBDG-Nettoaufnahme fir die 30- bzw. 60-minitige Inku-
bation. Ein hoher Prozentsatz bedeutet eine hohe Glukoseaufnahme bei 37°C zu den jeweili-
gen Messzeitpunkten. Zelllinien mit einem Faktor = 1,0 wird eine hohe Aufnahmekapazitat fur 2-
NBDG zugesprochen. Zur Berechnung der 2-NBDG-Nettoaufnahme siehe Ful3note 4 auf Seite
21. Die zugrundeliegenden Messwerte der 2-NBDG-Aufnahme finden sich im Appendix.

2-NBDG-Nettoaufnahme Faktor der 2-NBDG-
Zelllinie Nettoaufnahme nach 60
30 Minuten 60 Minuten Minuten
HT-29 46,3 % — 94,8 % 2,0
23132/87 65,4 % — 86,5 % 1,3
MDAMB-231 59,9 % — 47,5 % 0,8
MDAMB-468 65,0 % — 56,4 % 0,9
MCF-7 15,0 % — 28,8 % 1,9
BT-20 69,6 % — 71,9 % 1,0
SKOV-3 63,7 % — 64,6 % 1,0
BXPC-3 77,5 % — 36,0 % 0,5
HRT-18 69,9 % — 72,6 % 1,0
HUVEC 26,7 % — -14,9 % -0,6
NHDF 30,0 % — 56,4 % 1,9
J774.2 85,6 % — 51,8 % 0,6




Die Kontrollzelllinien HUVEC, NHDF und J774.2 nahmen ebenfalls alle 2-NBDG
auf (Abb. 10.2). Auch sie zeigten eine Abhangigkeit der 2-NBDG-Nettoauf-
nahme von der Inkubationstemperatur (Tab. 4.2, Abb. 4.2). Da Fibroblasten
(NHDF) und Makrophagen (J774.2) sich schneller teilen als HUVEC, scheint es
einen Zusammenhang zwischen Wachstumsgeschwindigkeit und

Glukosebedarf zu geben.

Wie Tab. 4.4 zeigt, war die 2-NBDG-Nettoaufnahme durch Verlangerung der
Inkubationszeit in Glukose-freiem Medium (Glc” GIn™) (s. Kap. 3.3.3) von 15 Mi-
nuten auf bis zu 24 Stunden nicht zu steigern und bewegte sich in einem Be-

reich zwischen 31 % und 76 %.

Tabelle 4.4: 2-NBDG-Nettoaufnahme nach Verlangerung der glukosefreien Inkubation bei
ausgewahlten Zelllinien. Vor der Zugabe von 2-NBDG wurden die Zellen fir 15 Minuten, 1
Stunde bzw. 24 Stunden in Glukose-freiem Medium inkubiert (,Hunger“-Versuch). Die
Inkubationdauer mit 2-NBDG betrug 30 Minuten bei 4°C und 37°C. AnschlieRend wurde der An-
teil an aufgenommenem 2-NBDG durchflusszytometrisch ermittelt. Die zugrundeliegenden
Messwerte der 2-NBDG-Aufnahme finden sich im Appendix.

2-NBDG-Nettoaufnahme nach Inkubation in Glukose-freiem Medium fir
Zelllinie
15 Minuten 1 Stunde 24 Stunden

23132/87 65,4 % 75,5 % 71,8 %
BT-20 69,6 % 64,2 % 74,0 %
BXPC-3 77,5 % 30,9 % 52,5%
HUVEC 26,7 % -24,7 % 76,3 %
NHDF 30,0% -56,3 % 28,2 %

4.3 Nachweis der Expression der Glukosetransporter GLUT-1 und
GLUT-3 auf Tumorzellen

Glukose wird Uber spezifische Glukosetransporter (GLUT) in das Zellinnere

aufgenommen (s. Einleitung). Deshalb wurden die in Tab. 3.2 aufgelisteten

Tumorzelllinien hinsichtlich der Expression der Glukosetransporter GLUT-1 und

GLUT-3 immunhistochemisch untersucht.
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Wie Tab. 4.5 und Abb. 4.4 zu entnehmen ist, waren die Glukosetransporter
GLUT-1 und GLUT-3 auf den Zellen aller getesteten Zelllinien nachzuweisen;
dabei waren jeweils mehr als 80 % der Zellen positiv. Die Starke der Expression
wurde semiquantitativ iber die Farbeintensitat der immunhistochemischen Far-
bung bestimmt. Ein hoher Wert fir die Farbeintensitat bedeutet eine starke Ex-
pression von GLUT-1 bzw. GLUT-3. Demnach wurde GLUT-1 und GLUT-3 auf
den meisten Tumorzelllinien mittelstark bis stark exprimiert. Auf den Zelllinien
HT-29 und MDAMB-468 wurde GLUT-3 schwach exprimiert.

Auf den Kontrollzelllinien HUVEC, NHDF und J774.2 wurde GLUT-1 schwach
exprimiert. GLUT-3 wurde auf den Zelllinien HUVEC und NHDF stark und auf

der Zelllinie J774.2 schwach exprimiert.

Tabelle 4.5: Semiquantitative Ergebnisse zur Expression der beiden Glukosetransporter
GLUT-1 und GLUT-3. Zeichenerklarung: (+) = < 50 % positive Zellen, (++) = 50 - 80 % positive
Zellen, (+++) = > 80 % positive Zellen, (1) = schwache Farbung, (2) = mittelstarke Férbung, (3)
= starke Farbung. Vergleiche hierzu auch Abb. 4.4.

GLUT-1 GLUT-3
Zelllinie
positive Zellen  Férbeintensitat | positive Zellen  Farbeintensitéat

HT-29 +++ 2 +++ 1
23132/87 ot 3 +++ 3
MDAMB-231 +++ 2 ot 3
MDAMB-468 ++ 3 +t 1-2
MCF-7 +++ 3 +++ 3
BT-20 +++ 2 +++ 2-3
SKOV-3 +++ 3 +++ 2
BXPC-3 +++ 3 +++ 3
HRT-18 +++ 2 +++ 2
HUVEC +++ 1 +++ 3
NHDF +++ 1 +++ 3
J774.2 +++ 1 +++ 1
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Abbildung 4.4: Expression von GLUT-1 (A und D) und GLUT-3 (B und E) auf den Zellli-
nien 23132/87 (obere Reihe) und HT-29 (untere Reihe). Eine starke Farbeintensitat bedeutet
eine starke Expression von GLUT-1 bzw. GLUT-3. Negativkontrollen: (C) und (F). 200-fache
VergrofRerung.

Das Ergebnis dieser immunhistochemischen Untersuchung ist, dass samtliche
untersuchten Zellen die beiden Glukosetransporter GLUT-1 und GLUT-3

exprimieren — ein Hinweis auf die Bedeutung von Glukose als Energietrager.

4.4  Messung der Laktatbildung durch Tumorzellen

In Tumorzellen wird auch unter aeroben Bedingungen Glukose zu Laktat ver-
stoffwechselt (Warburg-Effekt). Auch die nicht-essentielle Aminosaure Glutamin
kann zu Laktat umgewandelt werden (s. Einleitung). Um untersuchen zu kon-
nen, ob Laktat aus Glukose bzw. Glutamin gebildet wird, wurden die Tumorzel-
len in den folgenden Medien inkubiert (Tab. 3.1): Glukose- und Glutamin-
haltiges Kulturmedium (Glc* GIn™), Glutamin-freies Medium (Glc* GIn") und Glu-
kose-freies Medium (Glc” GIn*). Das Glukose- und Glutamin-freie Medium (Glc’

GIn’) wurde als Negativkontrolle eingesetzt.
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Tabelle 4.6: Ubersicht zur Bildung von Laktat durch Tumorzelllinien. Standardab-
weichungen, Minimal- und Maximalwerte finden sich im Appendix.

Zelllinie . Messzeitpunkt L-Laktat (mmol/L)
(Stunden) | Gi*Gin*  Glc*GIN Gl GIn® Gl GIn
HT-29 6 24 1,04 0,91 0,97 0,69
6 48 1,55 0,78 0,56 0,43
6 72 2,32 1,15 0,48 0,63
23132/87 6 24 1,38 1,36 1,35 0,78
6 48 2,92 0,93 0,39 0,48
6 72 4,21 1,51 0,35 0,59
MDAMB-231 | 6 24 3,88 273 1,10 0,81
6 48 4,00 2,23 0,49 0,58
6 72 6,01 3,38 0,40 0,67
MDAMB-468 | 6 24 1,95 1,02 1,10 1,02
6 48 1,76 0,99 0,14 0,36
6 72 2,54 1,63 0,10 0,18
MCF-7 6 24 1,27 0,98 0,64 0,27
6 48 1,24 0,95 0,38 0,20
6 72 2,27 1,70 0,65 0,37
BT-20 6 24 5,21 4,20 1,48 0,90
6 48 6,22 471 0,60 0,45
6 72 7,32 6,53 0,65 0,68
SKOV-3 6 24 2,68 224 1,31 1,27
6 48 2,30 1,87 0,57 0,35
6 72 2,02 2,40 0,02 0,12
BXPC-3 6 24 3,70 1,75 1,17 0,59
6 48 5,70 1,82 0,33 0,49
6 72 7,31 2,34 0,49 0,61
HRT-18 6 24 1,69 1,37 1,09 0,86
6 48 2,62 1,05 0,48 0,46
6 72 5,28 1,74 0,42 0,56

Je nach Nahrmedium wurden unterschiedliche Laktatmengen im Uberstand
nachgewiesen (Tab. 4.6 und Abb. 4.5). Der Anteil toter Zellen im Uberstand war

bei allen Nahrmedien in etwa gleich.

-27 -



A 4
9,0 9,0
1 — HT-29 L —— MCF-7
1=+ =
701 a s £} I,
50 50
30 30
= 3
E_———— 3 ; -
1,0 oy — 10 [ = . A—— = J
i 24 48 72 24 48 72
B 23132/87 i BT-20
——+ 4
4 - | |- 3
] e O[] - ls P |
5,0 5,0 — ; —
3 -
I 30 — [ T30
=] = _ = ©
E 10 e S— z £ 10 % I =
£ S »
= 24 48 72 = 24 48 72
kA ko
< 90 i < 20 ¥
S | MDAMB-231 i e—— SKOV-3
] — -y 1 — -y
70 a s . ) R
50 I//I 50
] T 1 i -
30 F— - 30
[ e — = = —
F
3- f .
10 b PO —=3 10 = ]
1l 24 48 72 24 48 72
8.0 MDAMB-468 8.0 BXPC-3 T
== pa—
X0} 7 -4 A
0 Ay 0 oy T
50 50 /I/
%
30 30
I ___—* -
- - === = |1 E ==%-
1,0 i — 1,0 i — - =
. b i S
24 48 72 24 48 72
Inkubation [h] HRT=18
_t
30 P——
— =
1,0 m———————— =
—— s
24 48 72
Inkubation [h]

Abbildung 4.5: Laktatbildung aller getesteten Tumorzelllinien nach 24-, 48- und 72-stiin-
diger Inkubation in verschiedenen Nahrmedien. Besonders starke Laktatbildner sind die Zel-
len der Zelllinien 23132/87, MDAMB-231, BT-20, BXPC-3 und HRT-18. Zeichenerklarung: ,+ +*
= Glc" GIn" = Kulturmedium, ,+ -“ = Glc* GIn" = Glutamin-freies Medium, ,- +* = Glc' GIn* = Glu-
kose-freies Medium, ,- -“ = Glc” GIn" = Glukose- und Glutamin-freies Medium. Darstellung der

Mittelwerte aus 6 unabhé&ngigen Messungen pro Messzeitpunkt.
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Tabelle 4.7: Nachweis der Glutamin-abhangigen Laktatbildung. Hierzu wurde die Differenz
der gemittelten Laktatmengen nach 48- und 72-stiindiger Inkubation in Glutamin-freiem Medium
(Glc* GIn") und Glutamin-haltigem Kulturmedium (Glc* GIn®) berechnet. Eine Differenz > 50%
wird als relevant angesehen, d.h. der entsprechenden Zelllinie wird eine Glutamin-abhangige
Laktatbildung zugesprochen. Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte finden sich
im Appendix.

Zelllinie e e PO —Laktat (mmoll) Differenz
(Stunden) | Gic* GIn* Glc* GIn
HT-29 48 1,55 - 0,78 - 50 %
72 2,32 — 1,15 -51%
23132/87 48 2,92 — 0,93 - 68 %
72 4,21 — 1,51 -64 %
MDAMB-231 48 4,00 — 2,23 -44 %
72 6,01 — 3,38 -44 %
MDAMB-468 48 1,76 — 0,99 -44 %
72 2,54 — 1,63 - 36 %
MCF-7 48 1,24 — 0,95 -23%
72 2,27 — 1,70 -25 %
BT-20 48 6,22 — 4,71 -24%
72 7,32 — 6,53 -11%
SKOV-3 48 2,30 — 1,87 -19%
72 2,92 — 2,40 -18 %
BXPC-3 48 5,70 — 1,82 - 68 %
72 7,31 — 1,74 -68 %
HRT-18 48 2,62 — 1,05 -60 %
72 5,28 — 2,34 -67 %

Im Glukose- und Glutamin-haltigen Kulturmedium (Glc* GIn™) wurde bei allen
Tumorzelllinien netto die starkste Laktatbildung gemessen. Besonders starke
Laktatbildner waren die Zelllinien 23132/87, MDAMB-231, BT-20, BXPC-3 und
HRT-18 mit > 2,5 mmol/L / 2x10* Zellen nach 48-stundiger Inkubation bzw.
> 4,0 mmol/L / 2x10* Zellen nach 72-stiindiger Inkubation, wobei dieses Ergeb-
nis fur die Zelllinie BT-20 nicht reproduzierbar war (Tab. 10.6). In Glukose-

freiem Medium (Glc” GIn™) wurde keine Laktatbildung gemessen.
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Wie Tab. 4.7 zeigt, wurde die Laktatbildung bei den Tumorzelllinien HT-29,
23132/87, BXPC-3 und HRT-18 durch die Anwesenheit von Glutamin im Nahr-
medium beeinflusst. Bei diesen Zelllinien fiel die Menge an gebildetem Laktat
nach 48- bzw. 72-stiindiger Inkubation in Glutamin-freiem Medium (Glc* GInY) im
Vergleich zur 48- bzw. 72-stiindigen Inkubation in Kulturmedium (Glc* GIn®)
sehr stark ab (Abfall von = 50 %). Bei den Tumorzelllinien MCF-7, BT-20 und
SKOV-3 war die Laktatbildung eindeutig Glutamin-unabhangig (Abfall zwischen
11 % und 25 %). Die beiden Mammakarzinomzelllinien MDAMB-231 und
MDAMB-468 nahmen hinsichtlich ihrer Laktatbildung eine Zwischenstellung ein.
Die Bildung von Laktat scheint bei ihnen ebenfalls Glutamin-abhangig zu sein,
wobei der Abfall ihrer Laktatbildung in Glutamin-freiem Medium (Glc* GIn") we-
niger stark war (maximal 44 %). Aufgrund dieses geringen Abfalls wird ihnen in
den Ubersichtstabellen dennoch keine Glutamin-abhangige Laktatbildung zu-
gesprochen (z.B. Tab. 4.8).

Es war auffallend, dass die funf Zelllinien, die als starke Laktatbildner identifi-
ziert wurden, in drei von funf Fallen (Ausnahme: MDAMB-231 und BT-20) auch
eine Glutamin-abhéngige Laktatbildung aus Glukose zeigten.

DarlUberhinaus exprimierten drei dieser funf Zelllinien den Phéanotyp 2 bzw. 3
(Ausnahme: 23132/87 und BT-20), wohingegen fast alle Zellen (Ausnahme:
MDAMB-231) mit Glutamin-unabhangiger Laktatbildung aus Glukose den Phéa-
notyp 1 aufwiesen (Tab. 4.8).
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Ubersicht der Ergebnisse

4.5

Tab. 4.8 gibt einen Uberblick uber die in dieser Arbeit gemessenen Charakteris-

tika der in Tab. 3.2 aufgelisteten Zelllinien.
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5 Beantwortung der Fragen

In der vorliegenden Arbeit wurden neun Tumorzelllinien in Hinblick auf ihr Ober-

flachenprofil und den Warburg-Effekt untersucht.

1) Wie unterscheiden sich die getesteten Tumorzelllinien hinsichtlich der Ver-
teilung von CD44 und CD24 auf ihrer Oberflache?

Innerhalb der neun untersuchten Tumorzelllininen wurden drei unterschiedliche
Verteilungsmuster von CD44 und CD24 gefunden, die als Phanotypen bezeich-
net werden (Tab. 4.1). Zum Phéanotyp 1 (CD44" / CD24") gehdren die Zellen der
Tumorzelllinien HT-29, 23132/87, MDAMB-468, MCF-7, BT-20 und SKOV-3.
Die Zellen der Tumorzelllinien MDAMB-231 und BXPC-3 weisen den Phanotyp
2 (CD44" | CD24") auf. Zum Phanotyp 3 (CD44 / CD24") gehoren die Zellen der
Tumorzelllinie HRT-18.

2) Welche Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten gibt es im
Glukosestoffwechsel der untersuchten Tumorzelllinien? Welche Beson-
derheiten fallen bei der Messung der Glukoseaufnahme sowie der
Laktatbildung auf?

Bei allen neun Tumorzelllinien wurde eine temperaturabhangige Aufnahme des
Glukoseanalogons 2-NBDG gemessen. Durch die Bestimmung der 2-NBDG-
Nettoaufnahme wurden insgesamt 6 der 9 Tumorzelllinien mit einem hohen
Glukosebedarf identifiziert. Ausschlaggebend fir diese Einteilung ist der Faktor
der 2-NBDG-Nettoaufnahme, der mindestens 1,0 zu betragen hat (Tab. 4.3).
Lediglich die Zelllinien MDAMB-231, MDAMB-468 und BXPC-3 wiesen eine ge-
ringere 2-NBDG-Nettoaufnahme auf.
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Die Glukosetransporter GLUT-1 und GLUT-3 wurden auf der Oberflache aller
Tumorzelllinien nachgewiesen (Tab. 4.5), ohne dass die Starke der Expression
mit der 2-NBDG-Nettoaufnahme korrelierte.

Die Laktatbildung der getesteten Tumorzellen war abhangig vom Nahrmedium,
in dem sie kultiviert wurden. Unerwartet war, dass sich die Menge an gebilde-
tem Laktat besonders stark verringerte, wenn die Zellen in Glukose-haltigem,
aber Glutamin-freiem Medium (Glc* GIn") kultiviert wurden. Dieses Phanomen
wurde fur die Tumorzelllinien HT-29, 23132/87, BXPC-3 und HRT-18 beobach-
tet (Tab. 4.7). Das Ergebnis wird dahingehend interpretiert, dass bei diesen
Tumorzelllinien Glutamin in irgendeiner Form an der Laktatbildung beteiligt ist.
Ob in diesen Zellen eine Glutamin-abhangige Laktatbildung in Form der

Glutaminolyse ablauft, kann zum jetzigen Zeitpunkt nur vermutet werden.

Nach Inkubation in Glukose-freiem Medium, aber Glutamin-haltigem Medium
(Glc” GIn™) bildete keine der getesteten Tumorzelllinien Laktat (Abb. 4.5). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die vollstandige Abwesenheit von Glukose
entweder keine physiologisch-relevanten Daten liefert, da Glukose in vivo nie-
mals vollstandig abwesend ist, oder dass in den untersuchten Tumorzellen kei-
ne Glutaminolyse ablauft. Dies sprache fur einen anderweitig ausgeubten Effekt
von Glutamin auf die Bildung von Laktat in Tumorzellen. Inwieweit physiologi-
sche Glukosekonzentrationen fur die Glutaminolyse notwendig sind, kann der-
zeit nicht abschlie3end beurteilt werden.

Die Zelllinien 23132/87, MDAMB-231, BT-20, BXPC-3 und HRT-18 wurden als
besonders starke Laktatbildner identifiziert (Abb. 4.5, Tab. 4.6).

3) Sind Tumorzelllinien nachzuweisen, deren Oberflachenprofil mit einem be-
stimmten Stoffwechsel korreliert?
Zwei Drittel der Tumorzelllinien mit dem Oberflachenprofil CD44" / CD24" (Phé-

notyp 1) wiesen eine Glutamin-unabh&ngige Laktatbildung auf (Tab. 4.8). Zu-

dem produzierten diese Zelllinien in der Regel weniger Laktat als die Zellen der
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beiden anderen Phanotypen. Die als starke Laktatbildner identifizierten Zellli-
nien (s. oben) zahlen eher zum Phénotyp 2 (CD44" / CD24) bzw. 3 (CD44
| CD24%).
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, neun Tumorzelllinien hinsichtlich ihrer
Glukoseaufnahme und Laktatbildung zu untersuchen. Zudem wurde nach ei-
nem Zusammenhang zwischen der Expression der beiden Oberflachenmoleki-
le CD44 und CD24 auf diesen Zelllinien und deren Energiestoffwechsel ge-

sucht.

6.1 Der Warburg-Effekt bei Tumorzelllinien

Im Gegensatz zu gesunden Korperzellen metabolisieren Tumorzellen auch in
Gegenwart von Sauerstoff Glukose zu Laktat. Diese bioenergetische Beson-
derheit, die biochemisch eine Milchsduregarung darstellt und die als ,aerobe
Glykolyse® oder ,Warburg-Effekt® bezeichnet wird, liefert den Tumorzellen pro
Molekul Glukose lediglich zwei Molekille ATP (s. auch Kap. 6.3). Im Vergleich
zur Atmung ist die Milchsauregarung energetisch zwar ungunstig, doch sichern
Tumoren ihren Energiebedarf durch eine gesteigerte Glukoseaufnahme
(Gatenby RA und Gillies RJ, 2004). Diese Fahigkeit macht man sich in der klini-
schen Praxis zunutze, um mit der Positronen-Emissionstomographie (PET) on-
kologische Erkrankungen zu erkennen. Hierzu erhalten die Patienten radioakti-
ve '®Fluor-2-Deoxy-D-Glukose (**F-2-DG), die von Tumoren wie ,normale® Glu-
kose aufgenommen wird, sich aber in den Zellen anreichert, da sie nicht
verstoffwechselt werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde Uberprift, in-
wieweit bei den in Tab. 3.2 aufgelisteten Tumorzelllinien eine Korrelation zwi-
schen Glukoseaufnahme und Laktatbildung besteht. Hierzu wurden die Zellen
mit dem Glukoseanalogon 2-NBDG? inkubiert.

A) Untersuchungen zur Glukoseaufnahme

Das Glukoseanalogon 2-NBDG wurde 1996 von der Gruppe um Yoshioka et al.
entwickelt, um die Vitalitat von Zellen zu messen. So akkumuliert 2-NBDG in le-
benden Zellen, nicht aber in toten Zellen (Yoshioka K et al., 1996a). Mehrere
Studien haben gezeigt, dass 2-NBDG wie Glukose uber spezifische

Glukosetransporter (GLUT) von den Zellen aufgenommen wird (Gaudreault N et

° 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Jamino)-2-deoxyglukose
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al., 2008; Lloyd PG et al., 1999). Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch unklar, ob sich
bei der Aufnahme von 2-NBDG ein Sattigungszustand einstellt. Dies ist abhan-
gig davon, ob 2-NBDG von der Zelle verstoffwechselt wird oder nicht. Sollte ei-
ne Sattigung eintreten, dann kann mit 2-NBDG nur die Aufnahme durch die Zel-
le gemessen werden, nicht aber der Umsatz. Einige Arbeiten deuten tatsachlich
darauf hin, dass 2-NBDG nach Phosphorylierung am C6-Atom (2-NBDG-6-P) in
der Zelle akkumuliert und nicht weiter metabolisiert wird (Lloyd PG et al., 1999;
Yoshioka K et al. 1996b). In neueren Arbeiten hingegen wurde ein kontinuierli-
cher Influx von 2-NBDG gemessen, der durch einen (partiellen) Abbau bzw.
Einbau von 2-NBDG in Glykogen aufrechterhalten wird (Louzao MC et al.,
2008; Zou C et al., 2005).

Samtliche in dieser Arbeit getesteten Tumorzelllinien nahmen 2-NBDG auf;
hierzu wurden die Zellen fur 30 und 60 Minuten mit 2-NBDG inkubiert. Wé&hrend
sechs der neun Zelllinien bereits nach 30 Minuten ihr Maximum der 2-NBDG-
Aufnahme erreichten, steigerten die Zellen der Linien HT-29, 23132/87 und
MCF-7 die 2-NBDG-Aufnahme um den Faktor 1,3 bis 2 nach weiteren 30 Minu-
ten Inkubation (Tab. 4.3). Ob diesem Verhalten ein biologisches Phdnomen zu-
grunde liegt, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht entschieden werden. Es scheint
aber ein direkter Zusammenhang zwischen der Hohe der Glukoseaufnahme
und der Malignitdt von Tumoren einerseits (Gatenby RA und Gillies RJ, 2004;
O’Neil RG et al., 2005) und der Lebenserwartung von Krebspatienten anderer-
seits (Kunkel M et al., 2003; Mochiki E et al., 2004) zu bestehen. R. Gatenby
und R. Gillies zeigten fir die nicht-invasive Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ei-
nen geringeren Glukoseverbrauch unter aeroben Bedingungen als fur die ag-
gressivere Mammakarzinomzelllinie MDAMB-231. Die Autoren fuhren dies da-
rauf zurtick, dass die Zellen von MCF-7 Glukose in den Mitochondrien vollstan-
dig zu Kohlendioxid und Wasser oxidieren, wohingegen die Zellen der Zelllinie
MDAMB-231 Glukose zu Laktat reduzieren. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bestéatigen diese Vermutung (Tab. 4.3, Tab. 4.6). So nehmen die Zellen
der Zelllinie MCF-7 viermal weniger Glukose auf als die Zellen der Zelllinie
MDAMB-231. Zudem bilden die Zellen der Zelllinie MDAMB-231 mehr als dop-

pelt soviel Laktat wie die Zellen der Zelllinie MCF-7.
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Auch benigne Zellen nutzen Glukose als bevorzugtes Substrat zur Energiege-
winnung. Unter aeroben Bedingungen wird Glukose vollstandig zu Kohlendioxid
und Wasser metabolisiert bzw. ,veratmet®, wobei insgesamt 38 Molekile ATP
pro Molekil Glukose gebildet werden (Kap. 6.3). Der Glukoseverbrauch richtet
sich dabei nach der Verfugbarkeit von Glukose bzw. dem Energiebedarf der
Zellen. Proliferierende Zellen weisen einen erhdhten Glukoseverbrauch auf,
wobei auch sie Glukose in Gegenwart von Sauerstoff in Laktat ,vergaren®
(Wang T et al., 1976). Dieser Weg der Glukoseverwertung hat fur sie den Vor-
teil, dass — im Gegensatz zur Atmung — keine reaktiven Sauerstoffspezies wie
Superoxidanionen, Hydroxylradikale oder Wasserstoffperoxid gebildet werden.
Die sich teilenden Zellen schiitzen so ihre Erbinformation wahrend der Zelltei-

lung vor der schadigenden Wirkung dieser Sauerstoffderivate.

Der ,richtige” Glukosekatabolismus, also Atmung oder Garung, zur richtigen
Zeit ist somit auch fur die benigne Zelle Uberaus lebenswichtig. Die vielfaltigen
Regulationsmechanismen hierzu wurden in den letzten Jahren teilweise aufge-
klart (Gogvadze V et al., 2008). Um die enge Interaktion zwischen bestimmten
Genen, welche das Zellwachstum regulieren, und den Produkten des Energie-
stoffwechsels zu verdeutlichen, soll hier ein Mechanismus néher betrachtet
werden. Verbraucht die Zelle mehr ATP als sie produziert, dann reichert sich
Adenosinmonophosphat (AMP) an (Abb. 6.1). AMP beeinflusst die Aktivierung
der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK = AMP-activated protein kinase) in
Kombination mit dem Tumorsuppressorgen LKB1, das fur eine Serin-Threonin-
Kinase kodiert. AMPK ihrerseits aktiviert die Phosphofructokinase, ein wichtiges
Enzym der Glykolyse, die den irreversiblen Schritt zur Bildung von Fructose-
1,6-bisphosphat katalysiert und somit die Energieversorgung der Zelle durch
den vermehrten Abbau von Glukose verbessert. AMPK fungiert in der proliferie-
renden Zelle somit als Energiesensor, der sie vor Energiemangel wahrend der
Proliferation schitzt (Abb. 6.1) (Vander Heiden MG, 2009).
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Abbildung 6.1: Kontrolle der Zellproliferation durch das Tumorsuppressorgen LKB1 so-
wie die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK, AMP-activated protein kinase). Proliferieren-
de Zellen besitzen einen gesteigerten Energiebedarf. Féllt der ATP-Gehalt innerhalb der Zelle
ab, wird durch Adenylat-Kinasen das vermehrt gebildete ADP in ATP und AMP umgewandelt.
So wird dem fallenden ATP-Gehalt entgegengewirkt. Gleichzeitig wird durch AMP die AMPK ak-
tiviert. Dies fuhrt zu einer Steigerung der Glykolyse (s. Text) und damit zu einer verbesserten
Energieversorgung der Zelle. Die Aktivierung von AMPK ist vom Tumorsuppressorgen LKB1
abhéngig, das konstitutiv fir eine Serin-Threonin-Proteinkinase kodiert. In proliferierenden Zel-
len fungiert der LKB1-AMPK-Signalweg somit als Energiesensor, der die Zellen vor einem
Energiemangel wahrend der Proliferation schitzt. Fir Tumorzellen wird diskutiert, dass dieser
Signalweg fur den Warburg-Effekt mitverantwortlich ist (Vander Heiden MG, 2009).

B) Untersuchungen zur Bildung von Laktat

Wie bereits erlautert, bilden zahlreiche Tumoren in Anwesenheit von Sauerstoff
aus Glukose Laktat (Shaw RJ, 2006). Durch die Abgabe in den Extrazellular-
raum sauert Laktat die unmittelbare Umgebung der Tumoren an. Dies unter-
stutzt den Abbau der extrazellularen Matrix und die Tumorzellen erhalten die
Mdglichkeit, in das umliegende Gewebe zu infiltrieren und zu metastasieren
(Swietach P et al., 2007). Zuséatzlich inhibiert Laktat die Funktion zytotoxischer
T-Lymphozyten, was als eine Strategie der Tumorzellen gesehen wird, sich der
korpereigenen Immunabwehr zu entziehen (Fischer K et al., 2007). Diese Bel-
spiele verdeutlichen die besondere Bedeutung von Laktat fir Tumoren. S.

Walenta beobachtete fiir Kopf- und Nackentumoren eine Korrelation zwischen
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Laktatbildung und Tumoraggressivitdt sowie Patiententberleben (Walenta S et
al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit fiel die besonders starke Laktatbildung einiger Zellli-
nien auf, die darauf hindeutet, dass diese Zellen besonders ,aggressiv‘ sind.
Unveroffentlichte Daten aus in vivo Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe un-
terstitzen diese Annahme. In so genannten Xenograft-Experimenten wurde das
Wachstum einiger der in dieser Arbeit verwendeten Tumorzellen nach subkuta-
ner Injektion in immuninkompetenten Nacktm&usen gemessen. Danach wuch-
sen Tumorzellen mit starker Laktatbildung schneller als Tumorzellen mit gerin-
ger Laktatbildung. Diese bildeten im besten Fall auch nur kleine Tumoren
(Tab. 6.1). Auch scheinen die Zelllinien mit dem Phanotyp 1 (CD44" / CD24")
eher durch eine geringere Malignitéat charakterisiert zu sein (Tab. 6.1). So bilde-
ten Zellen der Linien MDAMB-468, MCF-7 und BT-20 keine Tumoren in vivo.
Eine deutliche Ausnahme hiervon macht die Zelllinie 23132/87, die trotz eines

Phanotyps 1 die gréf3te Wachstumsrate in vivo aufwies (Tab. 6.1).

Tabelle 6.1: Das Wachstum einiger Tumorzelllinien nach subkutaner Injektion in immun-
inkompetente Nacktmausen. Angegeben sind das Tumorvolumen und der entsprechende
Versuchstag, an dem das Tumorvolumen bestimmt wurde. Die Daten deuten darauf hin, dass
ein Zusammenhang zwischen dem Tumorvolumen und der Laktatbildung besteht. Als starke
Laktatbildner werden in dieser Arbeit solche Zelllinien bezeichnet, die mehr als 2,5 bzw. 4
mmol/L Laktat nach 48- bzw. 72-stiindiger Inkubation in Kulturmedium bilden (Tab. 4.8). Zur
Messung der Laktatbildung wurden jeweils 2x10* Zellen eingesetzt (Kap. 3.4).

Zelllinie Tumorvolumen Versuchs- Wac?astt;ms- Starke Phano-
(mm~) tage (mm3/Tag) Laktatbildner typ
23132/87 760 19 40,0 Ja 1
MDAMB-231 352 77 4,6 Ja 2
MDAMB-468 - 116 - Nein 1
MCF-7 --- 55 --- Nein 1
BT-20 — 19 Ja*® 1
SKOV-3 30 79 0,4 Nein 1
BXPC-3 467 34 13,7 Ja 2
HRT-18 317 21 15,0 Ja 3

* nach subkutaner Injektion mit Matrigel (Firma BD Biosciences) betrug das Tumorvolumen nach 19 Ver-
suchstagen 79 mm?®; *¥ in einer zweiten Messreihe (Vgl. Tab. 10.6) war die Laktatbildung dieser Zelllinie
geringer und entsprach dem einer gering laktatbildenden Zelllinie.

-39 -



6.2 Glutamin-abhangige Laktatbildung aus Glukose

Laktat wird sowohl beim Abbau von Glukose als auch von Glutamin gebildet
(Kap. 1.3). In dieser Arbeit wurden Tumorzelllinien beziglich ihrer Fahigkeit zur
Laktatbildung untersucht. Hierzu wurden die Zellen in Nahrmedien kultiviert, de-
ren Glukose- bzw. Glutamingehalt variierte. Dabei wurde nur im Glukose-
haltigen Nahrmedium eine Laktatbildung gemessen, nicht aber im Glukose-
freien Nahrmedium (Tab. 4.6). Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass
besonders schnell proliferierende Zelllinien wie HT-29, 23132/87, BXPC-3 und
HRT-18 (Abb. 10.3) mit einem besonders starken Abfall der Laktatbildung auf
den Entzug von Glutamin reagieren (Tab. 6.2). Dieses Ergebnis deutet auf eine
Glutamin-abhéangige Laktatbildung hin (Tab. 4.7). Dabei scheint die nicht-
essentielle Aminosaure Glutamin bzw. ihre Abbauprodukte in diesen Tumorzell-
linien eher die Laktatbildung aus Glukose zu beeinflussen, als dass in diesen
Zellen Glutamin vermehrt Gber die Glutaminolyse abgebaut wird.

Der Abbau von Glutamin zu Laktat fuhrt zu einem intrazellularen Anstieg von
Stickstoff. Uberschiissiger Stickstoff wird von den Tumorzellen in Form von
Ammonium-lonen (NH;") an die Umgebung abgegeben (Vgl. Abb. 1.1)
(DeBerardinis RJ et al., 2008). Bereits 1924 berichtete Otto Heinrich Warburg in
einer seiner fundamentalen Arbeiten Uber den Stoffwechsel von Tumorzellen
davon, dass unter aeroben Bedingungen die von Tumorzellen gebildete Menge
an Ammoniak (NH3) durch die Zugabe einer Zuckerlésung geringer wurde.
Richtigerweise schlussfolgerte Warburg daraus, dass zwischen der Ammoniak-
bildung und der GroéRe der Glykolyse ein Zusammenhang bestehen muss
(Warburg O et al.,, 1924). Nach heutigem Erkenntnisstand kann das von O.
Warburg gemessene Ammoniak lediglich aus dem Abbau von Glutamin ent-
standen sein (DeBerardinis RJ et al., 2008; Sauer LA et al., 1982; Segura JA et
al., 1989), und somit war Warburgs Beobachtung ein erster Hinweis auf das

Zusammenwirken von Glutamin- und Glukosestoffwechsel.
In den 1980er Jahren versuchten verschiedene Arbeitsgruppen die Rolle von

Glutamin im Stoffwechsel von Tumorzellen aufzuklaren. Damals wurde vor al-

lem der wechselseitige Einfluss von Glukose und Glutamin auf die Stoffwech-
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selrate des jeweils anderen Substrates untersucht. Im Mittelpunkt stand dabei
die Frage, welche Bedeutung Glutamin flr den Energiestoffwechsel in trans-
formierten Zellen besitzt (Ardawi MS und Newsholme EA, 1985; Kallinowski F
et al., 1987; Medina MA et al. 1988; Reitzer LJ et al., 1979; Segura JA et al.,
1989; Zielke HR et al., 1984). Inshesondere proliferierende Zellen weisen einen
erhdhten Glutaminverbrauch auf (Medina MA und Nuafiez de Castro |, 1990;
Zielke HR et al., 1984). Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint
Glutamin bzw. hieraus gebildete Abbauprodukte die Glykolyse zu beeinflussen,
indem es bei einigen Tumorzelllinien die Laktatbildung aus Glukose steigert
(Tab. 4.7). Insbesondere die schnell wachsenden Zelllinien HT-29, 23132/87,
BXPC-3 und HRT-18 weisen eine Glutamin-abhangige Laktatbildung aus Glu-
kose auf (Tab. 6.2).

Somit erscheint es sinnvoll, solchen Tumorzellen das Glutamin zu entziehen,
um so das Zellwachstum zu beeinflussen. In der klinischen Praxis bewirkte ein
medikamentdser Glutamin-Entzug bei Tumorpatienten allerdings kaum eine
Hemmung des Tumorwachstums. Zudem entstanden durch das verwendete
Medikament vermehrt toxische Nebenwirkungen wie Zytopenien bzw.
dosislimitierende reversible ZNS-Schadigungen (Hidalgo M et al. 1998). Im Ge-
gensatz dazu beeinflusst eine Glutamin-haltige Diat das Wohlbefinden von
Krebspatienten positiv und fihrt — wenn Uberhaupt — nur zu einem geringen
Wachstum von Tumorzellen (Klimberg VS und McClellan JL, 1996). Diese Be-
obachtung wird u.a. auf die unterstiitzende Funktion des Glutamins auf die
Entwicklung von Immunzellen zurtickgefiihrt, die eine inhibierende Wirkung auf
das Tumorwachstum ausiben (Newsholme EA, 1996). Darlber hinaus war die
Infektionsrate bei hamatoonkologischen Patienten, die nach einer allogenen
Knochenmark-Transplantation eine Glutamin-haltige parenterale Ernahrung er-
hielten, geringer als bei Patienten, die Glutamin-frei parenteral ernahrt wurden
(Ziegler TR et al., 1998). Die durch eine Chemotherapie bedingten Nebenwir-
kungen wurden durch eine diatetische Supplementierung mit Glutamin
(2 g/m?/Tag) geringer (Skubitz KM und Anderson PM, 1996; Savarese D et al.,
1998).
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Tabelle 6.2: Proliferationsrate® und Glutamin-abhangige Laktatbildung aus Glukose bei
Tumorzelllinien. Die Proliferation der Tumorzellen wurde mit der Kristallviolett-Methode pho-
tometrisch bestimmt. Eine prozentuale Wachstumsrate von grof3er als 300 % wurde in dieser
Arbeit als ein schnelles Zellwachstum definiert (Abb. 10.3). Die Daten lassen den Schluss zu,
dass es einen Zusammenhang zwischen schnell wachsenden Tumorzelllinien und der Gluta-
min-abhéngigen Laktatbildung aus Glukose gibt. Wie im Text diskutiert, sprechen bisherige Er-
kenntnisse eher fir einen Einfluss von Glutamin auf die Glykolyse als fiir eine gesteigerte
Glutaminolyse. Zur Bestimmung der Zelllinien mit Glutamin-abhangiger Laktatbildung siehe
Tab. 4.7. Bei den beiden Zelllinien MDAMB-231 und MDAMB-468 ist dieser Effekt nicht gesi-
chert nachgewiesen.

Zelllinie Proliferation ELT(ETER&?J?]Z T#:;Oiﬁg
HT-29 Schnell Ja 1
23132/87 Schnell Ja 1
MDAMB-231 Langsam Nein 2
MDAMB-468 Schnell Nein 1
MCF-7 Langsam Nein 1
BT-20 Langsam Nein 1
SKOV-3 Langsam Nein 1
BXPC-3 Schnell Ja 2
HRT-18 Schnell Ja 3

6.3 Der Warburg-Effekt: ,,Aerobe Glykolyse* oder Milchs&uregéarung

Die Begriffe ,aerobe Glykolyse“ sowie Milchsauregarung sind zwar in der Einlei-
tung bereits kurz erlautert worden, doch soll ihre exakte Bedeutung in diesem
Kapitel eingehender diskutiert werden. Bereits Otto Warburg sah sich 1926 zu
einer Mitteilung in der Klinischen Wochenschrift gezwungen, den Begriff der
Glykolyse n&her zu erlautern (Warburg O, 1926). Wahrend er die Milchs&urega-
rung als Glykolyse bezeichnete, verstanden einige seiner Zeitgenossen unter
der Glykolyse die ,Abnahme des Gesamtkohlenhydrats in Organbreien® im
Rahmen der Zellatmung. Heute bezeichnet der Begriff Glykolyse den Abbau

von Glukose zu Pyruvat.

Unter (Zell)-Atmung, Respiration, oxidativer Phosphorylierung, mitochondrialer

oder oxidativer ATP-Gewinnung werden jeweils die in den Mitochondrien ablau-

6 Vgl. Abb. 10.3 im Appendix. Die zugrundeliegenden Messdaten wurden freundlicherweise von
Kilian Eich und Ferdi Karaaslan zur Verfiigung gestellt.
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fenden Vorgange verstanden, die zur vollstandigen Oxidation von Glukose zu
Kohlendioxid bzw. Wasser und somit zur maximal mdglichen Energieausbeute
fuhren. Die zugrundeliegenden Reaktionen laufen in dem in der Mitochondrien-
Matrix befindlichen Citrat-Zyklus sowie in der Atmungskette — eine Ansammlung
von insgesamt vier Enzymkomplexen in der inneren Mitochondrien-Membran —
ab.

Der Begriff Milchsauregarung beschreibt die Reduktion von Pyruvat zu Laktat.
Pyruvat, das Endprodukt der Glykolyse, ist dabei Substrat fir zwei Enzyme
bzw. Enzymsysteme, der Laktat-Dehydrogenase und der Pyruvat-Dehydroge-
nase. Von ihrer Aktivitdt hangt es ab, ob Pyruvat zu Laktat reduziert (hydriert)
oder zu Acetyl-CoA decarboxyliert und dehydriert wird. In den Mitochondrien
wird Acetyl-CoA im Citrat-Zyklus und anschliel3end in der Atmungskette voll-
stéandig zu Kohlendioxid und Wasser oxidiert (oxidative Phosphorylierung). Abb.
6.2 stellt diesen Zusammenhang dar und verdeutlicht, dass am Anfang des
Glukose-Katabolismus die Glykolyse mit ihrem Endprodukt Pyruvat steht. Erst
danach entscheidet sich, ob man von Atmung oder Garung spricht. Ausschlag-
gebend hierfur ist die An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff. Somit gilt fur die

Oxidation von Glukose folgende Summenformel:

(1) CeH1206 + 6 O, -> 6 CO5 + 6 H,O (+ 38 Mol ATP)

Fur die Vergarung von Glukose zur Milchsaure (C3HgO3) gilt folgende Summen-

formel:

(2) CeH1206 > 2 C3HgO3 (+ 2 ATP)

Fur die Glykolyse (Abbau von Glukose zu Pyruvat / C3H403) gilt folgende Sum-

menformel mit Reduktionsaquivalenten:

(3) CeH1206 + 2 NAD* -> 2 C3H4O03 + 2 NADH+ H* (+ 2 ATP)

Fur die Milchsauregarung (Reduktion von Pyruvat zu Laktat) gilt folgende Sum-

menformel mit Reduktionsaquivalenten:

(4) 2 C3H403 + 2 NADH+ H' -> 2 C3H¢O3 + 2 NAD"
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Werden beiden Formeln (3, 4) entsprechend “gekurzt”, so erhalt man die Sum-
menformel der Milchsauregarung (Formel 2). Der Vergleich mit der Glykolyse
(Formel 3) zeigt, dass der ATP-Gewinn der Milchsauregarung einzig und allein
aus der Glykolyse stammt und die ,eigentliche® Milchsauregarung (Formel 4)
die Reduktion von Pyruvat (C3H4O3) zu Laktat (C3HgO3) beschreibt. Mit dieser
Reaktion werden die Reduktionsaquivalente NADH + H™ regeneriert, ohne die
die Glykolyse zum Stillstand k&me. In der Regel oxidieren eukaryotische Zellen
Glukose vollstandig zu Wasser und Kohlendioxid, wobei die Energieausbeute in
Form von ATP maximal ist (Kap. 1.3). Fur diesen als Atmung bezeichneten
Stoffwechselweg ist molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor genauso
wie der Citratzyklus und die Atmungskette notwendig. Es ist allgemein akzep-
tiert, dass sich die Vorfahren der ,modernen” Zelle in einer sauerstofffreien At-
mosphare entwickelten, weshalb sie den aus der Glukose stammenden Was-
serstoff nur auf organische Molekile Ubertragen konnten. Bei diesem Spalt-
oder Garungsstoffwechsel, bei dem Laktat entsteht, gewinnen die Zellen nur
5 % der in der Glukose befindlichen Energie (Kap. 1.3).

Louis Pasteur beschrieb bereits 1861, dass der Weg der Energiegewinnung in
eukaryotischen Zellen durch die An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff bestimmt
wird: in Gegenwart von Sauerstoff betreiben die Zellen Atmung, wohingegen
bei Abwesenheit von Sauerstoff Garung stattfindet. Parallel hierzu &ndert sich
der Glukoseumsatz: bei Zellatmung ist er gering bzw. bei Garung ist er gestei-
gert (Pasteur L, 1861). Wie bereits in der Einleitung erwahnt, erkannte Otto
Heinrich Warburg 1923, dass Tumorzellen dieser Regel nicht entsprechen und
auch in Gegenwart von Sauerstoff Glukose zu Laktat vergaren. Wahrend fur die
Bildung von Laktat in Abwesenheit von Sauerstoff die Begriffe Garung bzw.
Fermentation verbreitet sind, fehlte fir die Bildung von Laktat in Gegenwart von
Sauerstoff seinerzeit ein entsprechender Ausdruck. In Anlehnung an die dama-
lige Bedeutung der Glykolyse, bezeichnete Otto Warburg seine Beobachtung
als ,aerobe Glykolyse®. Zu Ehren seines Entdeckers wird der Begriff ,Warburg-
Effekt* heutzutage als Synonym verwendet (Vgl. Tab. 1.1).
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Abbildung 6.2: Der Glukose-Katabolismus. Glukose wird in der Zelle durch die Hexokinase
zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert und anschlieBend in mehreren Reaktionen (nicht ge-
zeigt) in zwei Molekule Pyruvat gespalten. Hierbei werden Netto 2 Molekile ATP gewonnen.
Unter anaeroben Bedingungen stellt dies die maximal mogliche Energieausbeute dar, da
Pyruvat durch die Laktat-Dehydrogenase zu Milchsdure reduziert wird. Unter aeroben Bedin-
gungen hingegen wird Pyruvat durch die Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA (,aktivierte Es-
sigsaure”) umgewandelt und in den Citrat-Zyklus eingeschleust, um dort schrittweise zu Koh-
lendioxid (CO,) und Reduktionséquivalenten (NADH+H" bzw. FADH,) oxidiert zu werden. Diese
Reduktionsaquivalente sind notwendig, um an der Atmungskette an der inneren
Mitochondrienmembran einen Protonengradienten fur die Synthese von ATP aufzubauen.
Durch den oxidativen Abbau der Glukose werden 36 Molekiile ATP in den Mitochondrien ge-
wonnen, sodass insgesamt — mit den 2 Molekilen ATP aus der Glykolyse — 38 Molekile ATP
durch den Abbau eines Molekiils Glukose gebildet werden. Das Schicksal von Pyruvat wird so-
mit von der Aktivitat zweier Schlisselenzyme bestimmt: der Laktat-Dehydrogenase und der
Pyruvat-Dehydrogenase. Maligne Zellen verfigen in aller Regel Uber eine geringe
mitochondriale ATP-Produktion. Zeichenerklarung: Glukose-6-P = Glukose-6-Phosphat, ATP =
Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, NAD" = Nicotinamid-adenin-dinukleotid, FAD
= Flavin-adenin-dinukleotid.

Beim Umgang mit dem Begriff ,aerobe Glykolyse® sollte man sich stets im Kla-
ren sein, dass der erste Abschnitt des Glukose-Katabolismus stets anaerob ab-

lauft und sich erst ab dem Pyruvat entscheidet, ob Laktat gebildet wird oder
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Pyruvat zu Acetyl-CoA dehydriert und dieses im weiteren Verlauf zu Kohlendio-
xid und Wasser oxidiert wird (Abb. 6.2).

6.4 Beeinflussung des Tumorwachstums durch Inhibition der
glykolytischen ATP-Gewinnung
Der amerikanische Krebsforscher Craig B. Thompson schatzt, dass zwischen
60 und 90 Prozent der Tumoren den Warburg-Effekt aufweisen (Garber K,
2006). Diese Art der Energiegewinnung bedeutet einen erhdhten
Glukosebedarf und —umsatz (Gatenby RA und Gillies RJ, 2004). So ist bei Tu-
moren im Vergleich zu gesundem Gewebe eine 20- bis 30-fach hoéhere
Glukoseaufnahme vorzufinden. Diese Abhéangigkeit von der glykolytischen ATP-
Gewinnung bietet mdglicherweise einen Angriffspunkt fur therapeutische Stra-

tegien zur selektiven Hemmung des Tumorwachstums.

Die Strategie, Tumorzellen mit Inhibitoren der Glykolyse gezielt zu bekampfen,
erscheint hinsichtlich ihrer Abhangigkeit von einem uneingeschrankten
Glukoseangebot folgerichtig. Experimentelle Daten scheinen diese Hoffnung zu
bestéatigen (Mathupala SP et al., 2009). Doch zeigen umfangreiche Analysen in
vitro, dass eine Vielzahl von Inhibitoren aufgrund ihrer geringen therapeuti-
schen Breite auch toxisch fur benigne Zellen sind (Pfetzer N, 2011). Somit
bleibt abzuwarten, inwieweit Inhibitoren der Glykolyse jemals therapeutisch re-

levant werden.

Sonveaux beschreibt in seiner Publikation aus dem Jahr 2008 eine attraktive
Strategie zur selektiven Hemmung des Tumorwachstums. Seine Gruppe zeigt
an einer humanen Zervixkarzinom-Zelllinie, dass einige dieser Zellen in Ge-
genwart von Sauerstoff Laktat Uber spezielle Monocarboxylat-Transporter
(MCT1) aufnehmen und dieses nach seiner Oxidation zu Pyruvat in den Mito-
chondrien energieliefernd metabolisieren. Diese Zellen bevorzugen dabei
Laktat, auch wenn Glukose ausreichend vorhanden ist (Sonveaux P et al.,
2008). Aus diesen Ergebnissen leiten die Autoren die Hypothese einer metabo-

lischen Symbiose ab, wonach Tumorzellen unter Normoxie das von anderen
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Tumorzellen unter Hypoxie gebildete Laktat fur den Grofdteil ihrer eigenen
Energieversorgung nutzen. Eine medikamenttse Blockade der MCT1-Trans-
porter steigert den Glukoseverbrauch der Zellen unter Normoxie, da sie das be-
notigte Laktat nun nicht mehr aufnehmen kdénnen und ihren Stoffwechsel auf
den Abbau von Glukose umstellen mussen. Dies fihrt zu einer Verringerung
des Glukose-Angebots fir die Zellen unter Hypoxie, da sie keine alternative
Energiequelle besitzen und vermehrt absterben (Abb 6.3). Insgesamt verlang-
samt sich das Tumorwachstum hierdurch und die Zellen des Resttumors zeigen
eine groRere Empfindlichkeit gegenlber einer Strahlentherapie (Sonveaux P et
al., 2008).

Hypoxische N\ Nekrotische
Tumorzelle / ANAEROBE \ Tumorzelle / \
GLYKOLYSE
ADP  ATP
Glukose — > Laktat
GLUT MCT4 ' '
MCT1-
— Glukose Laktat - — Glukose Laktat
Inhibition
MCT1 MCT1
/ \ / AEROBE \
GLYKOLYSE
CO, + H,0 Laktat
el ADP ATP
ADPﬁ\ Pyruvat 4/dehydro- )(
ATP genase Glukose —> Laktat
e Normoxische
K PHOiPHORYLIE.RUNG / Tumorzelle
GLUT MCT4 GLUT MCT4
Glukose — Glukose Laktat
Blutgefaly

Abbildung 6.3: Metabolische Symbiose von Tumorzellen und Mdglichkeiten zur medika-
mentdsen Intervention (modifiziert nach Sonveaux P et al., 2008). Fur Erlauterungen zur Ab-
bildung siehe Text. Zeichenerklarung: GLUT = Glukosetransporter, MCT = Monocarboxylat-
Transporter, ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat.
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Eine Erganzung zu einer solchen MCT1-Blockade ware eine Erndhrungsform,
die den wichtigen Treibstoff Glukose fur den Energiestoffwechsel von Tumoren
begrenzt. Bei der ketogenen Diat werden Kohlenhydrate, insbesondere Zucker,
verknappt, wodurch dem Tumor eine wichtige Energiequelle entzogen wird. Zu-
dem werden durch die ausbleibenden postprandialen Glukosespitzen die Blut-
spiegel von Insulin und IGF-1 (insulin-like growth factor) verringert; beides wich-
tige Wachstumsfaktoren fur zahlreiche Tumoren (Kaaks R und Lukanova A,
2001). Durch den hohen Fettgehalt dieser Diat wird wahrend der B-Oxidation in
den Korperzellen die Bildung von Ketonkorpern forciert. Da sowohl die [-
Oxidation der Fettsduren als auch der Abbau der Ketonkdrper eine ausreichen-
de Sauerstoffversorgung voraussetzt, kann das in der Regel hypoxische Tu-
morgewebe — im Gegensatz zum oxygenierten gesunden Gewebe — beide
Substrate kaum verwenden (Grey NJ, 1975; Holm E et al., 1995). Zudem Iost
die Tumorerkrankung im peripheren Gewebe eine Insulinresistenz aus, wo-
durch die Korperzellen eine verminderte Fahigkeit zur Glukoseaufnahme und —
verarbeitung aufweisen (Mulligan HD und Tisdale MJ, 1991). Eine ketogene Di-
at vermindert somit die Energieversorgung des Tumors, nicht aber die des ge-
sunden Korpergewebes. Darlberhinaus stabilisiert sich bei onkologischen Pati-
enten die Muskel- und Fettmasse, wodurch der Gewichtsverlust gestoppt wird
(Holm E, 2007). Nach noch unverdéffentlichten Daten der Frauenklinik Wirzburg
fordert diese Diat tberdies die Lebensqualitat von Krebspatienten (personl. Mit-
teilung Frau Prof. U. KAmmerer). Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass
sich durch den bei einer ketogenen Diét erzielten Energiemangel der Tumorzel-
len das Tumorwachstum verringert (Nebeling LC et al., 1995; Zhou W et al.,
2007; Otto C et al., 2008).

Basierend auf dem Konzept der metabolischen Symbiose von Sonveaux et al.
erscheint eine Kombination der oben genannten Strategien sinnvoll. So kénnte
beispielsweise eine Blockade der MCT1-Transporter gemeinsam mit der diate-
tischen Reduktion des Glukose-Angebots zu einer noch wirkungsvolleren Hem-
mung des Tumorwachstums fuhren. Experimentelle Daten hierzu stehen zurzeit

aber noch aus.
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7 Ausblick

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis, dass die Bildung von
Laktat aus Glukose in einigen Tumorzelllinien eindeutig von Glutamin abhangig
ist. Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Tumorzelllinien sollten auch unter
hypoxischen Bedingungen untersucht werden. Mit solchen Versuchen lieRe
sich klaren, ob die Glutamin-abhéangige Laktatbildung aus Glukose auch unter
Hypoxie zu beobachten ist. Da Glutamin nur in Gegenwart von Sauerstoff ab-
gebaut wird (Kallinowski F et al., 1987), wobei ebenfalls Laktat entsteht, sollte
unter Hypoxie die Glutaminolyse nicht auftreten. Sollte dabei jedoch weiterhin
ein Glutamin-abhangiger Effekt auf die Laktatbildung aus Glukose beobachtet
werden, dann hiel3e dies, dass Glutamin z. B. die Aktivitat von Enzymen der
Glykolyse beeinflusst. Der in dieser Arbeit postulierte Effekt von Glutamin wir-
de, sollte er sich bestatigen, eine bisher noch unbekannte Funktion von Gluta-

min fur die Glykolyse beschreiben.

Die von Sonveaux et al. 2008 beschriebene metabolische Symbiose zwischen
Tumorzellen unterschiedlicher Sauerstoffversorgung verdeutlicht, dass die Zel-
len der verschiedenen (Versorgungs-) Regionen eines Tumors miteinander in-
teragieren (Abb. 7.1) und dem Laktat als Substrat eine wichtige Bedeutung zu-
kommt. Sollte sich diese Beobachtung bestatigen, unterstreicht dies die vielfal-

tigen biologisch relevanten Funktionen von Laktat.

NORMOXIE HYPOXIE

% % Metabonsc; Symbiose %@;@%
% i

Abbildung 7.1: Metabolische Symbiose zwischen normoxischen und hypoxischen Tu-
morarealen.
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8 Zusammenfassung

Tumoren weisen oftmals einen veranderten Energiestoffwechsel auf, der durch
den Begriff ,Warburg-Effekt* bzw. ,aerobe Glykolyse® charakterisiert ist. Hierun-
ter wird die Stoffwechselsituation verstanden, auch in Gegenwart von Sauer-
stoff aus Glukose Laktat zu bilden. Benigne Zellen zeigen diesen Effekt in aller
Regel nicht so stark wie Tumorzellen. In dieser Arbeit wurden neun Tumorzellli-
nien, die von unterschiedlichen humanen Tumoren etabliert wurden, hinsichtlich
ihres Energiestoffwechsels untersucht. Da der Warburg-Effekt auf einem erh6h-
ten Glukosemetabolismus beruht, wurde die Starke der Glukoseaufnahme und

Laktatbildung fr die neun Tumorzelllinien bestimmt.

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war, einen Zusammenhang zwischen dem War-
burg-Effekt und weiteren Eigenschaften der Tumorzellen wie ihrem Oberfla-
chenprofil bzw. ihrer Malignitat nachzuweisen. Zur Phanotypisierung wurden die
Oberflachenmolekiile CD44 und CD24 ausgewahlt, da sie Zellinteraktionen,
Zelladhasion und Zellmigration von Tumorzellen vermitteln. Die Malignitat wur-
de im Xenograft-Modell Uberpruft. Hierzu wurden Tumorzellen unter die Haut
immuninkompetenter Mause injiziert und anschlieRend die Wachstumsge-

schwindigkeit der entstehenden, soliden Tumoren gemessen.

Die Menge an produziertem Laktat durch Tumorzellen war eindeutig von der
Anwesenheit von Glukose im Nahrmedium abhéngig. Insgesamt waren funf der
neun Tumorzelllinien starke Laktatbildner, was einer Laktatbildung von tber 2,5
mmol/L innerhalb von 48 Stunden entspricht. Hierzu gehoért u.a. die
Mammakarzinomzelllinie MDAMB-231, wohingegen MCF-7, eine andere
Mammakarzinomzelllinie, nur wenig Laktat bildete. Im Gegensatz zu MDAMB-
231 wuchs MCF-7 zudem auch nicht im Xenograft-Modell. Dies scheint ein
Hinweis darauf zu sein, dass starke Laktatbildner aggressiver, d.h. schneller
wachsen, als schwache Laktatbildner. Darlber hinaus wurde in dieser Arbeit
eine temperaturabhéngige Aufnahme des Glukoseanalogons 2-NBDG beo-
bachtet. Auch hier fiel die Tumorzelllinie MCF-7 im Vergleich zur Tumorzelllinie

MDAMB-231 durch eine geringere Aufnahme von 2-NBDG auf. Dies wird als
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Hinweis darauf gedeutet, dass MCF-7 Glukose in erster Linie in den Mitochond-
rien veratmet, anstatt sie zu Laktat zu vergaren. Die beiden Glukosetransporter
GLUT-1 und GLUT-3 wurden hingegen auf den Zellen aller neun Tumorzellli-
nien gleichermal3en nachgewiesen. Lediglich auf den Zellen der Tumorzelllinien
HT-29 und MDAMB-468 war GLUT-3 schwach exprimiert.

Sechs der neun Tumorzelllinien weisen den so genannten ,Phanotyp 1“ auf.
Hierunter wird in dieser Arbeit die gemeinsame Expression von CD44 und
CD24 auf der Zelloberflache verstanden. Zwei Zelllinien waren ausschlief3lich
positiv fur CD44 (,Phanotyp 2%), eine Zelllinie ausschliel3lich positiv fur CD24
(,Phénotyp 3). Keiner dieser Phanotypen wies eine charakteristische
Glukoseaufnahme bzw. Laktatbildung auf, auch wenn drei der finf Zelllinien mit

besonders starker Laktatbildung zum Phanotyp 2 bzw. 3 gehorten.

Die im menschlichen Blut vorzufindende nicht-essentielle Aminoséure Glutamin
ist auch in Kulturmedien unerlasslich. Deshalb wurde die Laktatbildung aus
Glukose in neun Tumorzelllinien sowohl in An- als auch Abwesenheit von Glu-
tamin gemessen. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Menge an gebildetem
Laktat nach Inkubation in Glukose-haltigem, aber Glutamin-freiem Medium
(Glc* GIn") besonders stark verringerte. Dieses Phanomen wurde fiir die Tu-
morzelllinien HT-29, 23132/87, BXPC-3 und HRT-18 beobachtet und deutet da-
rauf hin, dass Glutamin in diesen Tumorzelllinien in irgendeiner Form auf die
Laktatbildung aus Glukose Einfluss nimmt. Denkbar ware, dass Glutamin En-
zyme der Glykolyse Uber einen allosterischen Effekt moduliert, wodurch die
Laktatbildung ansteigt. Dass diese Zellen eine Glutamin-abhangige
Laktatbildung in Form der Glutaminolyse aufweisen, konnte in dieser Arbeit
nicht beobachtet werden. Um diese Beobachtung abschliel3end zu klaren, sind

jedoch weiterfihrende Untersuchungen notwendig.
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Abbildung 10.1: Berechnung von AMFI sowie der Anzahl 2-NBDG-positiver Zellen am

Beispiel der Tumorzelllinie 23132/87. AMFI bere

chnet sich aus der Differenz zwischen der

mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) nach Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C (B) bzw. 37°C (C)

und der Kontrolle (Hintergrund-Fluoreszenz / Backg

23132/87 berechnet sich AMFI (4°C) bzw. AMFI (37°

round) (A). Fur die hier dargestellte Zelllinie
C) wie folgt: AMFI (4°C) = 26,9 -5,2=21,7

bzw. AMFI (37°C) = 82,2 — 5,2 = 77,0. Der Anteil der 2-NBDG-positiven Zellen wurde aus dem

gemeinsamen Graphen aller drei Kurven abgelesen

(D). Als Cut-Off-Wert wurde in allen Fallen

der Schnittpunkt der Kontroll-Kurve mit der 4°C-Kurve gewahlt (rote Markierung).
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Abbildung 10.2: Der Anteil 2-NBDG-positiver Zellen in Prozent nach 30-minitiger (oben)
bzw. 60-mindtiger Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C. Der Anteil positiver Zellen be-
tragt in aller Regel circa 60 Prozent und mehr.
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Tabelle 10.1: Der Anteil 2-NBDG-positiver Zellen in Prozent nach 30-minttiger bzw. 60-
mindtiger Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C. Dargestellt sind die Ergebnisse der ein-
zelnen Messreihen. Fir die 60-minditige Inkubationszeit wurde mit Ausnahme fiir NHDF nur ei-
ne Messung durchgefiihrt. Zeichenerklarung: Stabw. = Standardabweichung, 7-AAD-pos. Zel-
len = tote Zellen, mean = Mittelwert.

30 Minuten
. positive Zellen (%) 7-AAD-pos.
Zelllinie Datum Passage 2°C Stabw. 37°C Stabw. | Zellen (%)
HT-29 01.04.08 p9 79,6 74,8 0,9
22.04.08 pll 69,5 83,5 29,8
mean 74,5 7,1 79,1 6,2
23132/87 19.03.08 p7 84,3 92,7 1,9
22.04.08 pl2 80,9 87,0 43,5
mean 82,6 2,5 89,8 4,0
MDAMB-231 05.03.08 p4 63,6 93,4 0,4
13.03.08 p6 76,4 84,5 15
mean 70,0 9,1 88,9 63 | ———
MDAMB-468 20.03.08 p6 57,9 73,2 1,0
01.04.08 p7 40,0 47,4 0,2
mean 48,9 12,7 60,3 18,2
MCF-7 06.03.08 p5 53,3 81,4 2,0
20.03.08 p7 92,5 91,8 0,8
mean 72,9 27,7 86,6 7,3
BT-20 05.03.08 p4 71,7 95,7 0,2
20.03.08 p6 72,9 93,5 2,5
mean 72,3 0,8 94,6 1,5
SKOV-3 06.03.08 p4 81,6 89,9 2,2
19.03.08 p7 75,4 87,1 0,8
mean 78,5 4.4 88,5 2,0
BXPC-3 04.03.08 p5 59,9 93,3 0,9
13.03.08 p8 72,0 91,6 2,5
mean 66,0 8,5 92,5 1,2
HRT-18 04.03.08 p4 67,0 88,0 1,6
13.03.08 p7 77,9 94,8 0,9
mean 72,4 7,7 91,4 4,8
HUVEC 21.05.08 p3 65,8 87,4 40,3
31.05.08 p4 89,7 95,2 17,2
11.11.08 p6 92,3 82,3 43,5
mean 82,6 14,6 88,3 6,5
NHDF 18.11.08 p8 74,6 41,8 n.a.
16.09.08 pl2 85,1 91,7 18,3
mean 79,9 7,4 66,8 35,3
J774.2 23.09.08 p4 59,0 91,6 9,3
23.09.08 p4 55,2 85,3 13,7
mean 57,1 2,7 88,4 4.5
60 Minuten
_ positive Zellen (%) 7-AAD-pos.
Zelllinie Datum | Passage | ™7,c™ T giapw. | 37°C | Stabw. | Zellen (%)
HT-29 22.04.08 pll 56,8 92,0 42,1
23132/87 22.04.08 pl2 71,4 86,9 32,9
MDAMB-231 09.04.08 pl0 84,8 86,7 0,7
MDAMB-468 17.09.08 pl 87,8 92,3 31,7
MCF-7 22.04.08 pl3 71,7 73,8 46,4
BT-20 09.04.08 P9 61,4 85,4 0,5
SKOV-3 08.04.08 pl10 34,8 47,4 0,2
BXPC-3 08.04.08 p13 50,3 53,5 0,9
HRT-18 09.04.08 pl3 84,4 96,9 0,7
HUVEC 11.11.08 p6 96,8 93,1 43,5
NHDF 18.11.08 p8 92,1 86,6 n.a.
16.09.08 pl2 90,3 95,4 17,7
16.09.08 pl2 91,6 97,4 16,5
mean 91,3 0,9 93,1 57
J774.2 23.09.08 p4 79,8 85,0 14,8

-60 -



Tabelle 10.2;: MFI und AMFI der 2-NBDG-Aufnahme nach 30-minitiger (oben) und 60-
mindtiger (unten) Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C. Zeichenerklarung: Stabw. =
Standardabweichung, 7-AAD-pos. Zellen = tote Zellen, mean = Mittelwert.

30 Minuten

Zelllinie Datum Pas- MFI AMFI 7-AAD-pos.
sage | Solo | 4°C | 37°C | 4°C Stabw.| 37°C Stabw.| Zellen (%)
HT-29 01.04.08 p9 2,1 14,8 | 22,3 | 12,8 20,2 0,9
22.04.08 pli 3,3 10,1 | 19,6 6,9 16,3 29,8
mean 2,7 12,5 | 21,0 9,8 4,2 18,3 2,8
23132/87 19.03.08 p7 2,5 11,9 | 44,0 9,4 41,5 1,9
22.04.08 pl2 2,3 129 | 18,5 | 10,6 16,3 43,5
mean 2,4 124 | 31,3 | 10,0 0,9 289 17,8
MDAMB-231 | 05.03.08 p4 2,2 53 14,8 3,2 12,7 0,4
13.03.08 p6 3,0 16,7 | 32,4 | 13,7 29,4 1,5
mean 2,6 11,0 | 23,6 8,4 7,5 21,0 119
MDAMB-468 | 20.03.08 p6 2,5 6,8 17,0 4.3 14,4 1,0
01.04.08 p7 1,4 3,9 6,3 2,5 4.9 0,2
mean 2,0 5,4 11,6 3,4 1,3 9,7 6,7
MCF-7 06.03.08 p5 3,1 6,9 14,5 3,9 11,4 2,0
20.03.08 p7 3,4 29,6 | 27,3 | 26,2 23,9 0,8
mean 3,2 183 | 209 | 150 158 | 17,7 8,8
BT-20 05.03.08 p4 2,4 5,7 18,7 3,4 16,3 0,2
20.03.08 p6 3,5 145 | 34,6 | 111 31,1 2,5
mean 2,9 10,1 | 26,7 7,2 5,5 23,7 10,5
SKOV-3 06.03.08 p4 1,7 7,7 19,1 5,9 17,4 2,2
19.03.08 p7 1,9 8,6 19,4 6,7 17,5 0,8
mean 1,8 8,1 19,3 6,3 0,6 17,4 0,1
BXPC-3 04.03.08 p5 2,1 5,4 19,0 3,3 17,0 0,9
13.03.08 p8 2,9 11,8 | 40,6 9,0 37,7 2,5
mean 2,5 8,6 29,8 6,1 4,0 27,3 14,7
HRT-18 04.03.08 p4 1,7 3,0 8,9 1,3 7,2 1,6
13.03.08 p7 2,2 8,9 21,6 6,7 19,4 0,9
mean 2,0 59 15,2 4,0 3,8 13,3 8,6
HUVEC 21.05.08 p3 2,6 7,3 27,3 4,7 24,7 40,3
31.05.08 p4 2,0 17,6 | 49,1 | 15,7 47,2 17,2
11.11.08 p6 2,1 52,5 | 26,7 | 50,4 24,6 43,5
mean 2,2 25,8 | 344 | 236 239 | 32,2 13,0
NHDF 18.11.08 p8 1,8 11,8 6,2 10,0 4.4 n.a.
16.09.08 pl2 3,9 30,7 | 52,1 | 26,8 48,2 18,3
mean 2,9 21,3 | 29,1 | 184 119 | 26,3 31,0
J774.2 23.09.08 p4 4,2 5,6 19,8 1,4 15,7 9,3
23.09.08 p4 3,8 6,1 14,2 2,3 10,4 13,7
mean 4,0 5,9 17,0 1,9 0,6 13,0 3,7
60 Minuten
Zelllinie Datum Pas- MFI AMFI 7-AAD-pos.
sage | Solo | 4°C | 37°C | 4°C Stabw.| 37°C Stabw.| Zellen (%)
HT-29 22.04.08 pli 3,7 8,1 87,7 4.4 84,0 42,1
23132/87 22.04.08 pl2 2,8 11,3 | 65,6 8,5 62,8 32,9
MDAMB-231 | 09.04.08 plo0 2,9 18,8 | 33,2 | 15,9 30,2 0,7
MDAMB-468 | 17.09.08 pl 2,6 31,0 | 67,8 | 28,4 65,1 31,7
MCF-7 22.04.08 pl3 2,6 14,7 | 19,6 | 12,2 17,1 46,4
BT-20 09.04.08 p9 3,6 11,2 | 30,6 7,6 27,1 0,5
SKOV-3 08.04.08 pl0 1,3 3,0 6,2 1,8 5,0 0,2
BXPC-3 08.04.08 pl3 1,5 6,4 9,2 4,9 7,6 0,9
HRT-18 09.04.08 pl3 2,7 13,0 | 40,1 | 10,3 37,5 0,7
HUVEC 11.11.08 p6 2,1 98,6 | 86,1 | 96,6 84,1 43,5
NHDF 18.11.08 p8 1,8 54,1 | 48,2 | 52,3 46,4 n.a.
16.09.08 pl2 49 |123,2|216,0| 118,3 2111 17,7
16.09.08 pl2 5,4 75,4 |300,2| 70,1 294,8 16,5
mean 4.0 84,2 [188,1| 80,2 34,2 |184,1 126,4
J774.2 23.09.08 p4 3,9 11,0 | 18,7 7,1 14,8 14,8
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Tabelle 10.3: Der Anteil 2-NBDG-positiver Zellen in Prozent nach einstindiger und 24-
stindiger Inkubation in Glukose-freiem Medium (,,Hunger“-Versuch). Die Aufnahme von 2-
NBDG wurde nach einer anschlie3enden Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C fiir 30 Minu-
ten durchflusszytometrisch ermittelt. Die Messwerte nach 15-minutiger Glukose-freier Inkubati-
on finden sich in Tab. 10.1. Zeichenerklarung: Stabw. = Standardabweichung, 7-AAD-pos. Zel-
len = tote Zellen, mean = Mittelwert.

1 Stunde ,,Hungern“

. positive Zellen (%) 7-AAD-pos.
Zelllinie Datum Passage 2°C Stabw. 37°C Stabw. Zellen (%)
23132/87 26.04.08 p2 82,0 97,0 24,4
BT-20 01.05.08 p2 65,9 78,8 11,2
BXPC-3 01.05.08 p5 79,2 79,6 8,4
HUVEC 11.11.08 p6 96,0 94,6 43,5
NHDF 18.11.08 p8 83,2 81,8 n.a.

17.09.08 pl2 95,1 94,5 29,2
mean 89,1 8,4 88,1 9,0
24 Stunden ,,Hungem“

— positive Zellen (%) 7-AAD-pos.
21 Datum | Passage o gpw. | 37°C  Stabw. | Zellen (%)
23132/87 27.04.08 p2 78,5 91,9 26,5
BT-20 02.05.08 p2 71,8 89,0 10,4
BXPC-3 02.05.08 p5 71,5 76,5 10,7
HUVEC 12.11.08 p6 86,7 93,7 35,7
NHDF 19.11.08 p8 94,7 93,4 20,3

18.09.08 pl2 94,7 97,5 18,8
mean 94,7 0,0 95,4 2,9

Tabelle 10.4: MFI und AMFI der 2-NBDG-Aufnahme nach einstindiger und 24-stindiger
Glukose-freier Inkubation (,,Hunger“-Versuch). Der Anteil 2-NBDG-positiver Zellen wurde
nach einer anschlielenden Inkubation mit 2-NBDG bei 4°C und 37°C fir 30 Minuten
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Messwerte nach 15-minitiger Glukose-freier Inkubation
(,Hungern®) finden sich in Tab. 10.2. Zeichenerklarung: Stabw. = Standardabweichung, 7-AAD-
pos. Zellen = tote Zellen, mean = Mittelwert.

1 Stunde ,Hungem“

. Pas- MFI AMFI 7-AAD-posS.
Zelllinie | Datum sage | Solo | 4°C | 37°C | 4°C  Stabw. | 37°C  Stabw. | Zellen (%)
23132/87 | 26.04.08 | p2 4,2 25,6 | 91,2 21,3 87,0 24,4
BT-20 01.05.08 | p2 31 | 105 | 23,8 7,4 20,7 11,2
BXPC-3 |01.05.08| p5 2,1 154 | 21,4 13,4 19,3 8,4
HUVEC |11.11.08| p6 2,1 89,0 | 71,7 86,9 69,7 43,5
NHDF 18.11.08 | p8 1,8 216 | 18,1 19,8 16,3 n.a.
17.09.08 | pl2 59 | 92,8 | 57,9 | 86,9 52,0 29,2
mean | 39 | 57,2 | 38,0 | 533 47,4 | 34,1 25,3
24 Stunden ,,Hungern*
Zelllinie MFI AMFI 7-AAD-pos.
Solo [ 4°C [ 37°C | 4°C [stabw.[ 37°C [ Stabw. | Zellen (%)
23132/87 | 27.04.08 | p2 5,2 26,9 | 82,2 21,7 77,0 26,5
BT-20 02.05.08 | p2 39 | 136 | 411 9,7 37,2 10,4
BXPC-3 |02.05.08| p5 3,7 | 12,9 | 23,0 9,2 19,3 10,7
HUVEC |12.11.08| p6 2,8 23,1 | 88,6 20,3 85,8 35,7
NHDF 19.11.08| p8 2,3 51,9 | 76,3 49,6 74,0 20,3
18.09.08 | p12 4,9 | 112,7 | 149,9 | 107,8 145,0 18,8
mean | 3,6 82,3 | 113,1| 78,7 41,2 | 1095 50,2
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Abbildung 10.3: Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit (Zellteilungsaktivitat) der
Tumorzelllinien nach 48- bzw. 72-stiindiger Inkubation. Die Proliferation der einzelnen Zell-
linien wurde mit dem Kristallviolett-Assay photometrisch bestimmt. Als Referenz diente der Zell-
anteil nach 24-stiindiger Inkubation in Kulturmedium; dieser wurde gleich 100 Prozent gesetzt.
Die Proliferationsrate fur die 48- bzw. 72-stiindige Inkubation wurde entsprechend nach folgen-
der Formel umgerechnet: Wachstumsgeschwindigkeit = [Extinktionswertus ow. 72 swngen /
Extinktionswert, suen] * 100. Eine prozentuale Wachstumsgeschwindigkeit von 300 % und
gréRer nach 72 Stunden wird in dieser Arbeit als schnelles Wachstum definiert. Pro Messzeit-
punkt wurden jeweils 10 unabhangige Messungen durchgefihrt. Dieses Kriterium erfillen die
Zelllinien HT-29, 23132/87, MDAMB-468, BXPC-3 und HRT-18. Die Wachstumsgeschwindig-
keit der anderen Zelllinien wird als langsam definiert. Die zugrundeliegenden Messwerte wur-
den freundlicherweise von Kilian Eich und Ferdi Karaaslan zur Verfligung gestellt.

Tabelle 10.5: Messwerte der durchflusszytometrischen CD44 / CD24-Phéanotypisierung.
Zeichenerklarung: 7-AAD-pos. Zellen = tote Zellen.

. Pas- [CD44'/CD24"|CD447/CD24 |CD44/CD24" | CD447/CD24 | 7-AAD-pos.
Zelllinie Datum sage (%) (%) (%) (%) Zellen (%)
HT-29 27.03.08 | p8 41 60,3 3,6 32,0 0,8

31.03.08 | p9 9,0 46,8 4.1 40,1 1,4
23132/87 19.02.08 | p3 0,1 96,1 2,9 0,8 2,7
27.02.08 | p4 0,3 93,1 57 0,9 0,6
05.03.08 | p5 0,1 95,3 41 0,5 0,1
MDAMB-231 | 13.02.08 | pl 95,2 0,3 0,1 4,5 11,0
26.02.08 | p3 91,4 0,2 0,1 8,4 11,6
10.03.08 | p5 92,8 0,6 0,1 6,7 8,9
MDAMB-468 | 18.02.08 | p2 0,1 95,5 43 0,2 9,4
27.02.08 | p3 0,1 80,6 19,0 0,3 1,8
MCF-7 27.02.08 | p4 0,2 85,9 12,1 1,8 4.8
19.03.08 | p7 0,4 80,4 17,8 1,4 3,7
BT-20 25.02.08 | p3 5,9 89,3 2,2 2,7 4.8
19.03.08 | p6 4,0 90,5 3,3 2,3 1,4
SKOV-3 20.02.08 | p2 0,6 59,7 38,7 1,2 12,1
28.02.08 | p3 0,5 43,7 18,7 37,1 n.a.
BXPC-3 14.02.08 | p1 98,4 0,1 0,1 1,5 2,0
26.02.08 | p4 96,1 0,1 0,1 3,9 3,3
03.03.08 | p5 98,7 0,1 0,1 1,3 0,7
HRT-18 15.02.08 | p1 2,2 17,0 70,9 9,9 0,4
26.02.08 | p3 1,1 14,8 62,9 21,1 15,9
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Tabelle 10.6: Bestimmung der Menge an gebildetem Laktat nach 24-, 48- und 72-stiindi-
ger Inkubation in Glukose- und Gluamin-haltigem Kulturmedium (Glc* GIn®). Die z.T. ne-
gativen Messwerte der Messreihe am 15.12.2008 resultieren aus einem zu hohen Hintergrund.
Zur Berechnung der gebildeten Menge an Laktat siehe auch Kap. 3.4. Zeichenerklarung: n =
Anzahl der Messungen, Min = Minimalwert / Messreihe, Max = Maximalwert / Messreihe.

Mess- L-Laktat
Zelllinie n Datum zeit- | Passage | Mittelwert | Stabw. Min Max
punkt [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]
HT-29 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,04 0,37 0,63 1,52
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,30 0,22 -0,03 0,43
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 1,55 0,06 1,49 1,65
4 | 15.12.2008 | 48h p6 1,71 0,30 1,36 1,97
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 2,32 0,11 2,11 2,41
4 | 15.12.2008 | 72h p6 2,18 0,23 1,88 2,42
23132/87 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,38 0,38 0,98 1,86
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,44 0,12 0,36 0,62
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 2,92 1,02 2,15 4,96
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 1,90 0,16 1,66 2,01
6 | 08.10.2008 | 72h p4 4,21 0,21 3,98 4,42
4 | 15.12.2008 | 72h p6 2,29 0,41 1,68 2,54
MDAMB-231 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 3,88 0,59 3,15 4,55
4 | 15.12.2008 | 24h p6 -0,20 0,25 -0,42 0,09
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 4,00 0,74 2,52 4,54
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,72 0,04 0,69 0,77
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 6,01 0,51 5,44 6,69
4 | 15.12.2008 | 72h p6 2,06 0,03 2,02 2,10
MDAMB-468 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,95 0,49 1,36 2,41
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,70 0,07 -0,79 -0,62
6 | 07.10.2008 | 48h p4 1,76 0,14 1,61 1,97
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,50 0,03 -0,54 -0,46
6 | 08.10.2008 | 72h p4 2,54 0,20 2,26 2,77
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 -0,43 0,07 -0,49 -0,34
MCF-7 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,27 0,41 0,78 1,82
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,21 0,08 -0,33 -0,15
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 1,24 0,11 1,03 1,34
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,98 0,04 0,93 1,03
6 | 08.10.2008 | 72h p4 2,27 0,21 1,94 2,45
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,82 0,11 1,65 1,88
BT-20 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 5,21 0,93 3,89 6,20
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,22 0,26 -0,54 0,02
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 6,22 0,10 6,08 6,36
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 0,37 0,05 0,33 0,41
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 7,32 0,38 6,70 7,71
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,15 0,19 0,90 1,29
SKOV-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 2,68 0,67 1,85 3,62
4 | 15.12.2008 | 24h p6 0,30 0,23 0,01 0,53
6 | 07.10.2008 | 48h p4 2,30 0,13 2,16 2,47
4 | 15.12.2008 | 48h p6 1,47 0,09 1,35 1,55
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 2,92 0,21 2,68 3,22
4 | 15.12.2008 | 72h p6 2,94 0,19 2,76 3,14
BXPC-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 3,70 0,73 2,84 4,54
3 | 15.12.2008 | 24 h p6 1,77 0,03 1,74 1,79
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 5,70 0,16 5,38 5,82
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 4,82 0,33 4,48 5,22
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 7,31 0,88 5,98 8,13
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 5,68 0,31 5,44 6,12
HRT-18 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,69 0,55 0,97 2,32
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,86 0,31 0,49 1,24
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 2,62 0,18 2,41 2,83
4 | 15.12.2008 | 48h p6 3,00 0,18 2,82 3,24
6 | 08.10.2008 | 72h p4 5,28 0,32 4,77 5,58
4 | 15.12.2008 | 72h p6 4,34 0,40 3,86 4,73
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Tabelle 10.7: Bestimmung der Menge an gebildetem Laktat nach 24-, 48- und 72-stindi-
ger Inkubation in Glukose-haltigem und Glutamin-freiem Medium (Glc* GIn’). Die z.T. ne-
gativen Messwerte der Messreihe am 15.12.2008 resultieren aus einem zu hohen Hintergrund.
Zur Berechnung der gebildeten Menge an Laktat siehe auch Kap. 3.4. Zeichenerklarung: n =
Anzahl der Messungen, Min = Minimalwert / Messreihe, Max = Maximalwert / Messreihe.

Mess- L-Laktat
Zelllinie n Datum zeit- | Passage | Mittelwert | Stabw. Min Max
punkt [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]
HT-29 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,91 0,33 0,53 1,46
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,14 0,43 -0,45 0,55
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,78 0,04 0,72 0,84
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,69 0,14 0,49 0,81
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 1,15 0,32 0,56 1,53
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,43 0,23 1,17 1,67
23132/87 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,36 0,28 0,86 1,62
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,16 0,23 -0,06 0,41
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,93 0,31 0,46 1,26
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 0,58 0,11 0,50 0,73
6 | 08.10.2008 | 72h p4 1,51 0,06 1,45 1,62
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,22 0,02 1,19 1,25
MDAMB-231 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 2,73 0,55 2,10 3,39
4 | 15.12.2008 | 24h p6 -0,15 0,04 -0,20 -0,10
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 2,23 0,30 1,78 2,61
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,49 0,18 0,32 0,74
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 3,38 0,19 3,14 3,57
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,08 0,14 0,87 1,17
MDAMB-468 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,02 0,35 0,60 1,53
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,03 0,19 -0,14 0,26
6 | 07.10.2008 | 48h p4 0,99 0,03 0,95 1,02
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 0,67 0,44 0,04 1,00
6 | 08.10.2008 | 72h p4 1,63 0,11 1,52 1,77
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 1,95 0,25 1,69 2,23
MCF-7 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,98 0,37 0,52 1,54
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,14 0,37 -0,39 0,40
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,95 0,06 0,84 1,01
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,27 0,07 0,18 0,35
6 | 08.10.2008 | 72h p4 1,70 0,17 1,55 1,95
4 | 15.12.2008 | 72h p6 0,95 0,10 0,83 1,06
BT-20 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 4,20 0,81 3,02 5,15
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,35 0,32 -0,57 0,12
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 4,71 0,72 3,69 5,25
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,15 0,19 -0,39 0,03
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 6,53 0,39 5,84 6,92
4 | 15.12.2008 | 72h p6 0,41 0,05 0,36 0,46
SKOV-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 2,24 0,55 1,62 2,99
4 | 15.12.2008 | 24h p6 0,26 0,14 0,10 0,40
6 | 07.10.2008 | 48h p4 1,87 0,17 1,65 2,06
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,56 0,16 0,35 0,73
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 2,40 0,22 2,11 2,67
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,41 0,41 0,84 1,75
BXPC-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,75 0,27 1,33 2,12
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,49 0,65 -0,04 1,40
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 1,82 0,21 1,61 2,06
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 0,67 0,09 0,56 0,77
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 2,34 0,09 2,22 2,45
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 1,25 0,31 1,01 1,67
HRT-18 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,37 0,34 0,93 1,85
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,61 0,24 0,33 0,90
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 1,05 0,06 0,95 1,12
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,60 0,21 0,38 0,88
6 | 08.10.2008 | 72h p4 1,74 0,14 1,50 1,89
4 | 15.12.2008 | 72h p6 1,47 0,24 1,13 1,66
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Tabelle 10.8: Bestimmung der Menge an gebildetem Laktat nach 24-, 48- und 72-stiindi-
ger Inkubation in Glukose-freiem, Glutamin-haltigem Medium (Glc” GIn®). Die z.T. negati-
ven Messwerte der Messreihe am 15.12.2008 resultieren aus einem zu hohen Hintergrund. Zur
Berechnung der gebildeten Menge an Laktat siehe auch Kap. 3.4. Zeichenerklarung: n = Anzahl
der Messungen, Min = Minimalwert / Messreihe, Max = Maximalwert / Messreihe.

Mess- L-Laktat
Zelllinie n Datum zeit- | Passage | Mittelwert | Stabw. Min Max
punkt [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]
HT-29 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,97 0,30 0,59 1,34
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,11 0,13 -0,03 0,22
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,56 0,10 0,39 0,68
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,07 0,06 -0,15 -0,02
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,48 0,12 0,27 0,64
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,45 0,04 -0,51 -0,41
23132/87 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,35 0,66 0,89 2,65
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,22 0,15 0,07 0,37
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,39 0,12 0,23 0,50
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,29 0,07 -0,36 -0,19
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,35 0,15 0,20 0,51
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,77 0,05 -0,85 -0,73
MDAMB-231 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,10 0,20 0,87 1,43
4 | 15.12.2008 | 24h p6 0,02 0,07 -0,07 0,09
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,49 0,06 0,41 0,58
4 | 15.12.2008 | 48h p6 0,02 0,12 -0,10 0,15
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,40 0,09 0,28 0,51
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,23 0,03 -0,27 -0,20
MDAMB-468 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,10 0,23 0,88 1,46
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,15 0,51 -0,62 0,51
6 | 07.10.2008 | 48h p4 0,14 0,08 0,07 0,30
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,49 0,05 -0,57 -0,46
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,10 0,12 -0,03 0,23
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,65 0,11 -0,80 -0,55
MCF-7 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,64 0,21 0,42 0,93
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,02 0,43 -0,46 0,43
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,38 0,18 0,12 0,59
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,09 0,10 -0,24 -0,03
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,65 0,06 0,57 0,72
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,41 0,17 -0,60 -0,19
BT-20 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,48 0,41 1,01 2,20
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,31 0,10 -0,40 -0,21
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,60 0,13 0,45 0,79
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,23 0,05 -0,29 -0,17
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,65 0,09 0,50 0,78
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,29 0,05 -0,35 -0,26
SKOV-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,31 0,43 0,90 2,06
4 | 15.12.2008 | 24h p6 0,28 0,25 0,02 0,52
6 | 07.10.2008 | 48h p4 0,57 0,18 0,41 0,91
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,24 0,35 -0,77 -0,02
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,02 0,08 -0,08 0,14
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,44 0,06 -0,50 -0,36
BXPC-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,17 0,29 0,62 1,39
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,04 0,23 -0,24 0,31
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,33 0,18 0,14 0,55
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,28 0,07 -0,34 -0,19
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,49 0,06 0,43 0,61
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 -0,43 0,11 -0,58 -0,33
HRT-18 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,09 0,23 0,72 1,26
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 0,07 0,27 -0,23 0,35
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,48 0,13 0,24 0,58
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,25 0,04 -0,29 -0,21
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,42 0,06 0,32 0,50
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,25 0,06 -0,34 -0,21
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Tabelle 10.9: Bestimmung der Menge an gebildetem Laktat nach 24-, 48- und 72-stindi-
ger Inkubation in Glukose- und Glutamin-freiem Medium (Glc” GIn’). Die z.T. negativen
Messwerte der Messreihe am 15.12.2008 resultieren aus einem zu hohen Hintergrund. Zur Be-
rechnung der gebildeten Menge an Laktat siehe auch Kap. 3.4. Zeichenerklarung: n = Anzahl
der Messungen, Min = Minimalwert / Messreihe, Max = Maximalwert / Messreihe.

Mess- L-Laktat
Zelllinie n Datum zeit- | Passage | Mittelwert | Stabw. Min Max
punkt [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]
HT-29 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,69 0,21 0,41 0,90
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,46 0,17 -0,63 -0,25
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,43 0,09 0,35 0,57
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,61 0,19 -0,89 -0,47
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,63 0,04 0,58 0,67
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,60 0,11 -0,75 -0,48
23132/87 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,78 0,17 0,54 0,98
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,23 0,13 -0,34 -0,07
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,48 0,05 0,44 0,57
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,54 0,19 -0,72 -0,34
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,59 0,04 0,54 0,64
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,51 0,15 -0,63 -0,29
MDAMB-231 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,81 0,14 0,61 0,98
4 | 15.12.2008 | 24h p6 -0,64 0,17 -0,88 -0,47
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,58 0,08 0,45 0,66
3 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,60 0,03 -0,63 -0,57
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,67 0,14 0,41 0,82
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,71 0,07 -0,80 -0,65
MDAMB-468 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,02 0,26 0,68 1,28
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,86 0,21 -1,12 -0,60
6 | 07.10.2008 | 48h p4 0,36 0,04 0,30 0,42
3 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,85 0,02 -0,87 -0,82
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,18 0,04 0,14 0,25
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 -1,35 0,07 -1,42 -1,26
MCF-7 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,27 0,16 0,12 0,56
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,98 0,07 -1,06 -0,88
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,20 0,06 0,13 0,26
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,77 0,06 -0,83 -0,70
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,37 0,09 0,23 0,47
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -1,05 0,04 -1,08 -1,00
BT-20 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,90 0,23 0,58 1,25
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,58 0,63 -1,03 0,34
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,45 0,17 0,13 0,62
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,82 0,09 -0,93 -0,72
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,68 0,08 0,54 0,76
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,86 0,14 -1,01 -0,73
SKOV-3 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 1,27 0,38 0,71 1,73
4 | 15.12.2008 | 24h p6 -0,25 0,08 -0,38 -0,21
6 | 07.10.2008 | 48h p4 0,35 0,10 0,15 0,42
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,81 0,16 -0,98 -0,64
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,12 0,09 -0,01 0,23
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -1,09 0,13 -1,20 -0,90
BXPC-3 2 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,59 0,13 0,50 0,68
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,40 0,14 -0,59 -0,27
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,49 0,05 0,39 0,54
4 | 15.12.2008 | 48 h p6 -0,84 0,07 -0,93 -0,78
6 | 08.10.2008 | 72 h p4 0,61 0,07 0,52 0,69
4 | 15.12.2008 | 72 h p6 -0,69 0,14 -0,84 -0,55
HRT-18 6 | 06.10.2008 | 24 h p4 0,86 0,28 0,47 1,22
4 | 15.12.2008 | 24 h p6 -0,16 0,18 -0,40 0,02
6 | 07.10.2008 | 48 h p4 0,46 0,04 0,39 0,51
4 | 15.12.2008 | 48h p6 -0,83 0,09 -0,94 -0,73
6 | 08.10.2008 | 72h p4 0,56 0,08 0,42 0,63
4 | 15.12.2008 | 72h p6 -0,74 0,38 -1,29 -0,47
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Tabelle 10.10: Bestimmung der Menge an gebildetem Laktat nach 24-, 48- und 72-stiindi-
ger Inkubation in den jeweiligen Spezial-Nahrmedien fur die benignen Zelllinien. Zeichen-
erklarung: n = Anzahl der Messungen, Min = Minimalwert / Messreihe, Max = Maximalwert /

Messreihe.
Mess- L-Laktat
Zelllinie n Datum zeit- | Passage | Mittelwert Stabw. Min Max
punkt [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]
HUVEC 4 | 15.12.2008 | 24 h p7 2,68 0,34 2,17 2,93
4 | 15.12.2008 | 48h p7 6,38 1,88 4,82 9,11
4 | 15.12.2008 | 72h p7 8,72 1,58 7,82 11,08
NHDF 4 | 15.12.2008 | 24 h p8 2,50 0,13 2,40 2,68
4 | 15.12.2008 | 48h p8 3,11 0,62 2,44 3,76
4 | 15.12.2008 | 72 h p8 3,44 0,26 3,08 3,71
J774.2 4 | 15.12.2008 | 24 h p4 2,59 0,64 2,10 3,561
4 | 15.12.2008 | 48h p4 5,67 0,11 5,53 5,78
4 | 15.12.2008 | 72h p4 4,48 0,39 3,91 4,82
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Abbildung 10.4: Graphische Auswertung der Laktatbildung nach 24-, 48- und 72-stindi-
ger Inkubation fur die benignen Zellen in den jeweiligen Spezial-Nahrmedien. Darstellung
der Mittelwerte aus 4 unabhéngigen Messungen pro Messzeitpunkt.
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Tabelle 10.11: Geréateinstellungen fur die durchflusszytometrische CD44 / CD24-Phano-
typisierung (oben) sowie fur die Messung der 2-NBDG-Aufnahme nach 30-minUtigerA$Mit-
te) bzw. 60-minltiger (unten) Inkubation mit 2-NBDG. Verwendet wurde ein FACScan™ der

Firma Becton Dickinson.

CD44 | CD24-Phéanotypisierung

_ FSC/ SSC/ FL1:FL2 [ FL2:FL1 | FL2:FL3 | FL3:FL2
Zelllinie AmpGain AmpGain FL1|FL2|FL3 (%) (%) (%) (%)
HT-29 E'/2,93 317/1,00 |432 476|621 0,5 35,7 0,0 41,7
23132/87 E'/5,24 313/1,00 |413|441 | 540 0,4 25,3 0,0 24,0
MDAMB-231 E'/2,74 294 /1,00 |426 |474 | 595 0,3 35,2 0,0 29,4
MDAMB-468 EY/2,74 294/1,00 | 402 | 450 | 559 0,9 36,8 4,8 45,4
MCF-7 E'/2,74 283/1,00 |423 |465 |587 1,0 32,9 0,0 29,9
BT-20 EY/2,74 294/1,00 |420 481|595 0,6 47,8 4,8 56,3
SKOV-3 E'/2,74 294 /1,00 |372 414|534 0,2 34,6 0,0 40,9
BXPC-3 E'/2,74 294/1,00 |414 |476 | 618 0,3 41,7 0,0 45,1
HRT-18 E'/2,74 294/1,00 |429 481|621 0,1 36,7 0,0 41,7
2-NBDG-Aufnahme nach 30-minUti9er Inkubation mit 2-NBDG

.. FSC/ SSC/ FL1:FL2 | FL2:FL1 | FL2:FL3 | FL3:FL2
Zelllinie AmpGain AmpGain FL1 |[FL2 | FL3 (%) (%) (%) %)
HT-29 E'/2,74 294 /1,00 |423 448|549 0,4 21,7 4.8 45,5
23132/87 EY/2,74 294 /1,00 |423 | 448|549 0,4 29,0 4,8 45,5
MDAMB-231 E'/2,74 294 /1,00 | 431|458 | 549 0,4 21,7 4,8 455
MDAMB-468 EY/2,74 294 /1,00 |423 | 448|549 0,4 21,7 4,8 45,5
MCF-7 E'/2,74 294 /1,00 | 423|448 | 549 0,4 21,7 4,8 455
BT-20 EY/2,74 294 /1,00 |423 |448 | 549 0,4 21,7 4.8 45,5
SKOV-3 E'/2,74 294 /1,00 |423 474|549 0,4 94,4 4,8 45,5
BXPC-3 EY/2,74 294 /1,00 | 423|457 | 560 0,4 21,7 4.8 45,5
HRT-18 E'/2,74 294 /1,00 |427 | 469 | 549 0,4 29,0 4.8 45,5
HUVEC E'/2,74 294 /1,00 |436 | 455 | 549 0,4 29,0 4,8 45,5
NHDF E'/2,74 294 /1,00 | 436|455 | 549 0,4 29,0 4,8 455
J774.2 E'/2,74 294 /1,00 | 416 | 434 | 502 0,4 27,2 4.8 39,0
2-NBDG-Aufnahme nach 60-min'L]tiger Inkubation mit 2-NBDG

. FSC/ SSC/ FL1:FL2 | FL2:FL1 | FL2:FL3 | FL3:FL2
Zelllinie AmpGain AmpGain FL1|FL2|FL3 (%) (%) (%) (%)
HT-29 E'/2,74 294 /1,00 |423 448|549 0,4 21,7 4,8 45,5
23132/87 EY/2,74 294 /1,00 | 423|448 | 549 0,4 21,7 4.8 45,5
MDAMB-231 E'/2,74 294 /1,00 | 431|458 | 549 0,4 21,7 4,8 455
MDAMB-468 EY/2,74 294 /1,00 | 423|448 | 549 0,4 21,7 4,8 45,5
MCF-7 E'/2,74 294 /1,00 |423 |448 | 549 0,4 21,7 4,8 455
BT-20 E'/2,74 294 /1,00 | 423|448 | 549 0,4 21,7 4.8 45,5
SKOV-3 E'/2,74 294 /1,00 |423 474|549 0,4 94,4 4,8 45,5
BXPC-3 E'/2,74 294 /1,00 | 423|457 | 560 0,4 21,7 4.8 45,5
HRT-18 E'/2,74 294/1,00 |460 |501 | 549 0,4 29,0 4.8 45,5
HUVEC E'/2,74 294 /1,00 | 436 | 455 | 549 0,4 29,0 4,8 45,5
NHDF E'/2,74 294 /1,00 | 436|455 | 549 0,4 29,0 4,8 455
J774.2 EY/2,74 294 /1,00 | 416 | 434|502 0,4 27,2 4.8 39,0
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