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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Krebserkrankung

Krebs ist nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache in den in-
dustrialisierten Landern. In Deutschland erkranken etwa 395.000 Menschen jahrlich an Krebs.
Die derzeitige Heilungsrate bei allen Krebserkrankungen betrigt durchschnittlich 30 bis 40
Prozent. Als geheilt wird in der Onkologie ein Patient bezeichnet, der mindestens fiinf Jahre
lang ohne Riickfall (Rezidiv) iiberlebt. Diese Definition ist problematisch, weil viele der
Riickfille erst nach mehr als fiinf Jahren erfolgen. Es flieBen mithin viele Patienten in die
Krebs-Erfolgsstatistik ein, die spater an Krebs sterben.

Zur Behandlung stehen die klassischen Methoden Chirurgie, Strahlentherapie und Chemothe-
rapie zur Verfiigung. Dariiber hinaus finden auch die Hormon- und die |mmuntherapie immer
haufiger Anwendung. Meistens erfolgen Kombinationsbehandlungen. Die Chirurgie dient der
operativen Entfernung des Tumors; im Anschluss folgt oft die Strahlentherapie, um die ver-
bliebenen Tumorrandbereiche oder nicht operable Regionen abzutéten. Sie kann aber auch
vor einer Operation eingesetzt werden, um den Tumor zu verkleinern und dadurch eine Ope-
ration erst zu ermoglichen. Die Chemotherapie dient der Bekdmpfung von Metastasen im
Korper, sie wird aber auch eingesetzt um verbliecbene Tumorzellen an einer Rezidivbildung
oder der Metagtasierung zu hindern. Dennoch kénnen diese drei Disziplinen nicht immer eine
sichere Methode zur Heilung anbieten, da der individuelle Verlauf der Tumorerkrankung der
betroffenen Patienten sehr vielfiltig sein kann.

Die Klassifikation der malignen Tumoren basiert auf ihrer Abstammung vom jeweiligen Mut-
tergewebe, dem Grad ihrer Ausdehnung im Organismus (Staging) und dem histologisch er-
mittelten Malignitétsgrad (Grading). Den weitaus grofiten Teil aller Krebserkrankungen ma-
chen Karzinome aus, also Tumoren, die von Epithelien ausgehen. Diese werden nochmals
differenziert in Plattenepithel- oder squamose Karzinome, die sich von verhornter und unver-
hornter (Schleim-) Haut ableiten und Adenokarzinome, welche sich von Driisenepithel ablei-
ten und je nach Ursprung und Aufbau weiter differenziert werden. Tumoren, die sich aus me-
senchymalem Gewebe entwickeln heien Sarkome. Blastome sind im weitesten Sinne embry-
onale Tumoren. Priakanzerosen sind Neubildungen, die erfahrungsgeméall hiufiger als norma-
les Gewebe nach einiger Zeit zu malignen Tumoren entarten. Unterschieden werden fakultati-

ve und obligatorische Priakanzerosen.
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1.2 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

1.2.1 Haufigkeit und Lokalisation

Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches sstammen laut UICC-Definitionen (Hermanek et al. 1998)
aus den Bereichen Lippe, Mundhohle einschlieBlich Zunge, Pharynx, Larynx, Grofle Spei-
cheldriise und Schilddriise. Die meisten Tumoren des menschlichen Kopf-Hals-Bereiches sind
plattenepithelialen Ursprungs, wobei je nach Ort des Primartumors anteilige Unterschiede
bestehen. Da besonders der Rachenbereich lymphatisch sehr gut versorgt ist, zeichnen sich
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches durch frithzeitige lymphogene Metastasie-
rung aus. Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches machen ca. 7 % aller malignen Erkrankungen
aus. In Europa sind 5 % aller malignen Tumoren Mundhohlenkarzinome (Tumorzentrum
Freiburg). Die Entstehung ist multifaktoriell bedingt. Auslosende Faktoren sind insbesondere
Nikotin und Alkohol, daneben virale Infektionen, kanzerogene Chemikalien, UV- und radio-
aktive Strahlen. Histologisch entsprechen 95 % verhornenden Plattenepithelkarzinomen, die
restlichen 5 % unterschiedlichen Histologien.

Beim Mundhohlenkarzinom unterscheidet man die endophytisch (ca. 99 % der Fille) von
einer exophytisch wachsenden Form. Die endophytische Form erscheint als induriertes Ulkus
die exophytische Form sieht vekkuros aus, wichst langsamer und metastasiert spéter. Der
Mundboden ist in etwas 36 % der Fille betroffen, gefolgt von der Zunge (ca. 22 %).

Der Anteil maligner Tumoren des Larynx an allen Kopf-Hals-Tumoren liegt bei etwa 30 %,
sie sind mit 1-2 % aller malignen Tumoren die zweithdufigste Tumorart des HNO-Bereiches.
Es sind fast ausschlielich Plattenepithelkarzinome. Entsprechend den drei Bezirken des
Kehlkopfes werden drei Lokalisationstypen des Larynxkarzinoms unterschieden: Glottische
(am haufigsten), supraglottische und (seltener) subglottische Tumoren.

Etwa die Halfte aller Malignome des Kopf-Hals-Bereiches ist in der oberen Schluckstrale
lokalisiert. Die Haufigkeit der Karzinome des Pharynx und der Mundhohle liegen bei etwa
6 % aller malignen Tumoren, zwei Drittel dieser Tumoren sind im Oro- und Hypopharynx
lokalisiert. Auch im Hypopharynx treten fast ausschliefllich Plattenepithelkarzinome auf. Das
Tumorstadium ist meist fortgeschrittener als bei Larynxtumoren insbesondere was den
Lymphknotenstatus betrifft.

Das Nasopharynxkarzinom wird mit dem Eppstein-Barr-Virus assoziiert. Dieser Tumortyp ist
besonders hiufig in Asien und Ostafrika und tritt sonst gehdauft bei Menschen chinesischer
Abstammung auf, so dass auch ein genetischer Kofaktor anzunehmen ist.
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1.2.2 Molekulare Verianderungen in Kopf-Hals-Tumoren

Karzinogene des Tabakrauchs, erhohter Alkoholkonsum oder virale Transformation bei HPV-
Infektionen durch das Humane-Papilloma-Virus |6sen oftmals molekulare Verdnderungen der
Kopf-Hals-Karzinome aus. Die meisten Tumore der vorliegenden Arbeit sind Karzinome der
Mundhohle oder Zunge. In Mundh6hlenkarzinomen ist eine Amplifikation einiger Onkogene
auf Chromosom 11q13 beobachtet worden. Zu nennen sind: c-ras, c-myc, c-hast und c-int.
Ein frithes Ereignis bei der Tumorentstehung ist die Mutation bzw. Deaktivierung des Tumor-
suppressorgens p53. Ein spites Mutationsereignis stellt die Aktivierung von Cyclin D1 dar,
das den Eintritt in die M-Phase der Mitose reguliert.

1.2.3 Therapiemoglichkeiten bei Kopf-Hals-Tumoren

Die Therapie der Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches erfolgt durch Operation, Strahlentherapie
und zytostatische Chemotherapie, die fiir sich oder kombiniert eingesetzt werden konnen. Die
Entscheidung welche Therapie vorzunehmen ist, erfolgt in Abhéangigkeit von Tumorlokalisa
tion und histologischer Diagnose. Generell wird bei Karzinomen (Plattenepithelkarzinom,
Adenokarzinom etc.) eine Operation angestrebt, gegebenenfalls erginzt durch eine adjuvante
Strahlentherapie. Auch die primédre Bestrahlung oder eine kombinierte Radio-Chemotherapie
konnen sehr wirksam sein, beschrianken jedoch die Moglichkeit einer spateren Operation. Die
zytostatische Chemotherapie allein wird tiberwiegend palliativ eingesetzt. Trotz gro3er Fort-
schritte in allen drei Therapiemdglichkeiten haben sich die Uberlebensraten fiir Karzinome
des Kopf-Hals-Bereiches in den letzten Jahrzehnten nicht signifikant verbessert. Die Fiinfjah-
res-Uberlebensrate variiert je nach Lokalisation und Stadium von > 90 % (glottisches Larynx-

karzinom) bis zu ca. 56 % (Mundhdhlenkarzinom).

1.3 Die Strahlentherapie

Neben der genetischen Instabilitit maligner Zellen treten auch ausgeprigte Heterogenititen
des intratumoralen metabolischen Milieus auf. Der Oxygenierungssatus des Tumorgewebes
ist hierbel von zentraler Bedeutung. Die Wirksamkeit einer Strahlentherapie wird von einem
niedrigen Sauerstoffgehalt in den Tumorzellen stark beeintrachtigt, da dadurch weniger strah-
leninduzierte Radikale gebildet werden. Bei der angewandten Strahlentherapie wird unter-
schieden nach der Tiefe des Herdes und nach Strahlenart und Strahlenqualititen. Bei den in
der Strahlentherapie maligner Erkrankungen angewandten Strahlen handelt es sich entweder
um Korpuskulartstrahlen, d. h. um hoch beschleunigte Elektronen aus dem Linear- oder
Kreisbeschleuniger, die direkt auf das zu bestrahlende Gewebe im Korper einwirken, indem
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sie hier einen lonisationsprozess auslosen; oder es handelt sich um Photonenstrahlen (elekt-
romagnetische Wellen), entstanden in Rontgentherapiegeriten, in Linearbeschleunigern oder
in Kreisbeschleunigern durch Aufprall von Elektronen auf ein Target, wobel Gammastrahlen
erzeugt werden. lonisierende Strahlen {iben ihre Wirkung iiber die Ionisation und Anregung
von Atomen bzw. Molekiilen durch Energietibertragung aus. Im Gewebe entstehen als Ionisa
tionsprodukte sowohl sehr reaktionsfreudige Radikale mit positiven oder negativen Ladungen
als auch freie Elektronen. Durch Anwesenheit von Sauerstoff wird die Strahlenwirkung er-
hoht. Eine kurative Strahlentherapie kann durchgefiihrt werden, wenn die gesamte Tumoraus-
dehnung einschlieBlich der befallenen angrenzenden Gewebsanteile und Lymphknotenstatio-
nen in einem Bestrahlungsvolumen erfasst werden kann.

Bei Kopf-Hals-Tumoren wird die Radiotherapie entweder als Monotherapie oder in Kombina-
tion mit operativen Mallnahmen entweder pra- oder postoperativ eingesetzt. Die primire Be-
strahlung wird bei fortgeschrittenen inoperablen Karzinomen und Sarkomen vorgenommen
oder wenn die kurative Operation aufgrund des reduzierten Allgemeinzustandes des Patienten

ausgeschlossen ist.

1.4 Pathophysiologie von Plattenepithelkarzinomen

Der Ausdruck Karzinom bezeichnet einen invasiv wachsenden Tumor epithelialen Ursprungs.
Die Tumorzellen sind sowohl hinsichtlich des Genotyps als auch des Phanotyps sehr hetero-
gen, was zu einer groen Variabilitdt und Unberechenbarkeit im Therapieverhalten und dem
gesamten Krankheitsverlauf fiihrt. Die maligne Entartung des Gewebes bringt neben intrin-
sisch-zelluldren Vorgédngen auch eine Reihe pathophysiologischer Verdnderungen mit sich.
Auf Grund unregulierter Proliferation und einer unphysiologischen Gefafineubildung entsteht
eine abnormale Versorgungssituation, die haufig durch Sauerstoffmangel, Azidose und Lakta
tanreicherung im Tumorgewebe gekennzeichnet ist (Hockel und Vaupel 2001b). Das beson-
dere Mikromilieu iibt auf Tumorzellen einen speziellen Selektionsdruck aus. Es kommt zu
Veranderungen auf transkriptioneller Ebene, Beeintrichtigung der mRNA-Stabilitdt und
posttranslationalen Modifikationen. Klonale Verdnderungen sind bei einem Sauerstoffpartial-
druck (pO,) unterhalb von 1 mmHg zu erwarten (Hockel und Vaupel 20014). Klinische Stu-
dien belegen, dass mit einem hohen Laktatgehalt eine erhdhte Agressivitdt und ein erhdhter
Metastasierungsgrad von Tumoren einhergeht, was in einer schlechten Patientendiagnose re-
sultiert (Walenta et a. 2000).
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1.4.1 Versorgungsstatus

Die Entwicklung eines soliden plattenepithelialen Tumors fiihrt schnell zur Entstehung unzu-
reichend versorgter Tumorareale. Als Folge der verstarkten Proliferation der Tumorzellen
wichst der Abstand zwischen den versorgenden Gefiaflen, so dass die Diffusionsstrecken fiir
Sauerstoff und andere Substrate immer groBer werden. Bei einem Abfall des Sauerstoffparti-
aldrucks unter 10 mmHg sinkt die Strahlenempfindlichkeit von Tumoren, daher nimmt man
diesen Wert as Grenze um von einer ,radiobiologischen Hypoxie* innerhalb des Gewebes zu
sprechen. Unterversorgte und hypoxische Areale sind normalerweise heterogen im gesamten
Tumor verteilt. Der schlechte Versorgungsstatus wird als Hauptursache fiir die Therapieresis-
tenz von Plattenepithelkarzinomen angenommen. Die Hypoxie bietet einen gewissen Schutz
fiir Tumorzellen vor der Wirkung ionisierender Strahlung. Die Wirksamkeit der Strahlenthe-
rapie beruht auf der physikalischen Interaktion von Rontgenstrahlen mit molekularem Sauer-
stoff. Hierbei entstehen Sauerstoffradikale, die zu einer Schadigung der DNA fiihren. Aus
diesem Grund erweist sich ein Mangel an Sauerstoff als tumorprotektiv. Dariiber hinaus bend-
tigen wichtige Chemotherapeutika wie Cisplatin oder Doxorubicin Sauerstoff, um ihre toxi-
sche Wirkung zu entfalten. Die Selektionseffekte, die durch die Mangelversorgung hervorge-
rufen werden, fordern die Entwicklung eines aggressiven, therapieresistenten und somit

hochmalignen Phianotyps.

1.4.2 Energiehaushalt

Zellen bestreiten im Normalfall unter normoxischen Bedingungen ihren Energiehaushalt iiber
die Atmungskette und ATP-Synthese in den Mitochondrien. Das ATP wird bei der oxidativen
Phosphorylierung gewonnen. Wihrend die Glykolyse zwei Molekiile ATP pro Glukosemole-
kiil liefert, gewinnt die Zelle iiber die Atmungskette fiir jedes Molekiil Glukose 36 Molekiile
ATP. Esist daher als 6konomisch anzusehen, dass unter aeroben Bedingungen die Glykolyse
gehemmt und der Energiebedarf liber die Zellatmung gedeckt wird. Dieses Phanomen be-
zeichnet man als Pasteur-Effekt. Unter anaeroben Bedingungen schaltet die Zelle auf die ,,an-
aerobe™ Glykolyse um. Im Falle der Tumorzellen wird als Folge sehr viel Laktat angereichert,
weil das Pyruvat nicht iiber den Pyruvatdehydrogenasekomplex abgebaut wird und entstehen-
de Reduktionsiquivalente nicht in die Atmungskette {iberfithrt werden. Da maligne entartete
Zellen die mitochondriale Aktivitit beeinflussen und herunterfahren (Cuezva et al. 2002), ist
die Glykolyse als ATP Lieferant essentiell und deshalb meist erhoht. Bei Untersuchungen an
Leber-, Nieren- und Kolonkarzinomen wurde gezeigt, dass bioenergetische und strukturelle
Komponenten der Mitochondrien vermindert exprimiert werden. So konnte ein deutlicher
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Riickgang mitochondrialer Proteine, der mitochondrialen DNA und der Organellen selbst be-
obachtet werden. Gleichzeitig wurde mit der resultierenden Abnahme der oxidativen
Phosphorylierung ein Anstieg des Gehalts des Glykolyseenzyms GAPDH (Glycerinaldehyd-
3-Phosphat Dehydrogenase) beobachtet (Cuezva et al. 2002). Die mitochondriale DNA
(mtDNA) weist hohe Mutationsraten in Tumorzellen auf (Pelicano et a. 2006). Da die
MtDNA 13 wichtige Proteinkomponenten fiir die Atmungskette kodiert und keine Introns
besitzt sind Mutationseffekte gravierend (Xu et al. 2005b, Pelicano et al. 2006). Otto Warburg
stellte bereits in den Dreifliger Jahren die These auf, dass in Tumorzellen die mitochondriale
Funktion beeintrachtigt wird, und er fand au3erdem heraus, dass solide Tumoren auch in An-
wesenheit von Sauerstoff eine starke Laktatproduktion aufweisen (Warburg-Effekt). Demnach
liegt diesem Phianomen vermutlich auch ein onkogen verianderter Stoffwechsel zu Grunde.
Der Laktatgehalt dient als prognostischer Parameter hinsichtlich der Malignitét eines Tumors
und beziiglich des Uberlebens von Patienten. Die gesteigerte Glykolyserate wird u.a. durch
erhohte Transkriptionsniveaus von Glykolyseenzymen aufrecht erhalten, worauf in Kapitel

1.7 noch genauer eingegangen wird.

1.5 Das Forschungsprojekt

1.5.1 Hintergrund

Klinische und experimentelle Untersuchungen belegen eine wesentliche prognostische Bedeu-
tung der Hypoxie und weiterer Parameter des Mikromilieus fiir die Strahlentherapie solider
Tumoren.

Solide, maligne Tumoren zeigen pathophysiologische und pathohistologische Unterschiede
im Vergleich zu gesundem Normalgewebe. Eine abnorme Gefifibildung fiihrt zu einer veran-
derten Mikrozirkulation und einer mangelnden Versorgung mit Sauerstoff und Substraten.
Neben der pathologischen Vaskulatur fithren Andmie sowie der erhdhte Sauerstoffverbrauch
des schnell proliferierenden Tumorgewebes zu Hypoxie (Vaupel et al. 2001a, Vaupel et al.
2001b, Hockel und Vaupel 2001c). Strahlenbiologische Untersuchungen zeigen, dass anoxi-
sche Zellen etwa um den Faktor 3 strahlenresistenter sind als gut oxygenierte Zellen (Gray
1953, Wright und Howard-Flanders 1957). Der Anteil anoxischer bzw. hypoxischer klonoge-
ner Zellen in soliden Tumoren und deren Potential zu reoxygenieren sind daher wichtige
strahlenbiologische Parameter fiir das Ergebnis einer fraktionierten Strahlentherapie (Hockel
et al. 1996). Kennzeichnend ist zudem eine hohe Glykolyserate, die mit einem gesteigerten
Glukoseumsatz und einer Akkumulation von Laktat im Gewebe korreliert ist. Dieses Phano-
men beruht zum Teil auf den ausgedehnten hypoxischen Arealen im Tumorgewebe, allerdings
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ist die gesteigerte Glykolyserate auch Folge einer erhohten Expression von membranstindi-
gen Glukosetransportern (z B. GLUT1) und Enzymen der Glykolyse, insbesondere der
Phosphofruktokinase-1 (PFK-1) und der Laktatdehydrogenase (LDH). Verinderungen der
Genexpression, Tranglation und posttranslationaler Prozesse fithren zur malignen Progression
mit Zunahme der Aggressivitit, der Therapieresistenz und des metastatischen Potentials. Der
genaue Zusammenhang zwischen dem Glukosestoffwechsel und dem biologischen Strahlen-
verhalten dieser Tumoren ist nicht bekannt. Ein Hinweis darauf, dass der Laktatgehalt mit der
Strahlenresistenz von Tumoren in Zusammenhang stehen konnte, liefern die Ergebnisse aus
mehreren unabhingigen klinischen Studien an drei unterschiedlichen Tumorentititen. Dabei
handelte es sich um Patientenbiopsien, deren Laktatgehalt untersucht wurde. Die Daten zeig-
ten eindeutig, dass ein hoher Laktatgehalt in der Primarldasion mit einer hochsignifikant ver-
minderten Uberlebensrate verbunden ist. Dies gilt sowohl fiir das allgemeine als auch fiir das
rezidivfreie Uberleben (Walenta et al. 2000). Da die meisten dieser Patienten einer Radiothe-
rapie unterzogen worden sind, stellte sich die Frage, ob der Laktatgehalt einen Einfluss auf
die Strahlentherapie bzw. auf das biologische Strahlenverhalten von Tumoren hat. So gibt es
in der Literatur Hinweise darauf, dass ein erhohter glykolytischer Flux mit einem intensivier-
ten Antioxidationsschutz der Zelle einhergeht (Brand und Hermfisse 1997b). Es ldsst sich
somit die Hypothese aufstellen, dass ein hoher Glukoseumsatz mit einer hohen Strahlenresis-
tenz gekoppelt sein konnte, da der wichtigste Mechanismus zur Zellschiadigung durch ionisie-

rende Strahlen iiber die Bildung von Sauerstoffradikalen gehemmt ist.

1.5.2 Projekt

Gegenstand des DFG-geforderten multiinstitutionellen Forschungsprojektes, der Universita-
ten, Dresden, Miinchen, Wiirzburg und Mainz, war die Darstellung und Quantifizierung der
Hypoxie und des metabolischen Mikromilieus in Tumoren. Dazu sollten verschiedene huma-
ne Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem Kopf-Hals-Bereich, die als Xenografts auf
Nacktmiusen etabliert sind, mittels unterschiedlicher experimenteller Methoden untersucht
werden. Eine Besonderheit des Vorhabens bestand in der Bestrahlung der Tumoren nach ei-
nem klinischen Fraktionierungsschema, d. h. mit einer taglichen Dosis von 3 Gy tiiber vier
Wochen; damit ist die Situation einer radioonkologischen Therapie wesentlich besser angena-
hert, als in den meisten bisherigen experimentellen Strahlenuntersuchungen, die meist mit
einer Einzeldosis oder einer geringen Zahl von Dosisfraktionen arbeiten. Im Rahmen des ge-
schaffenen Netzwerkes zwischen den einzelnen Laboren wurden die Tumoren zentral vom
Dresdner Labor (Technische Universitat Dresden, Medizinische Fakultdt Carl Gustav Carus)
zur Verfiigung gestellt, und auch der Austausch von Tumormaterial zwischen den Arbeits-
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gruppen wurde von dort organisiert. Da alle beteiligten Labore die gleichen Tumormodelle
bzw. histologische Folgeschnitte desselben Tumors mit unterschiedlichen Techniken unter-
suchten, war ein direkter Vergleich und eine raumliche Korrelation (Kolokalisation) der Da-
ten, die in eine gemeinsame Datenbank einflossen, moglich. Die Ergebnisse sollten insbeson-
dere mit der radiobiologischen hypoxischen Fraktion (rHF) sowie mit der lokalen Tumorkon-
trolle nach einer klinisch relevanten fraktionierten Strahlentherapie korreliert werden. Abbil-
dung 1.1 zeigt ein Organigramm mit den einzelnen V ernetzungen der Projektteilnehmer. Ge-
meinsames Endziel aller beteiligten Arbeitsgruppen war die Entwicklung eines individuellen
prognogstischen ,,Markersets* fiir die Strahlentherapie solider maligner Tumoren des Men-
schen. Es ist jedoch noch nicht moglich, radiobiologische hypoxische und somit besonders
strahlenresistente Tumorzellen fiir einen gezielten therapeutischen Eingriff zu identifizieren.

Die radiobiologisch hypoxische Fraktion ldsst sich derzeit nur in Experimentaltumoren

bestimmen.
Wiirzburg

Tumortragende MR-Tomographie

Tiere Perfusion

' ’ Oxygenierung

Tumoren
nach MR I
Dresden Mainz
radiobiologische Hypoxie Stoffwechselimaging
fraktionierte Bestrahlung Gemeinsamer endogene Hypoxiemarker
Perfusion Datenpool Expressionsanayse von
exogene Hypoxiemarker Glykolyse-Enzymen
Tumor- A
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s Miinchen
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Plasminogenaktivier-
ungssystem
Tumormaterial

Abbildung 1.1: Organigramm des Projekts mit Darstellung der Aufgabenbereiche der einzel-
nen Verbundspartner und den Verkniipfungen miteinander

1.6 Carboanhydrase IX

Die Expression bestimmter Isoformen der Carboanhydrase wird durch Hypoxie beeinflusst.
Von besonderem Interesse fiir die Onkologie ist dabei die Carboanhydrase 1X (CA 1X). Sie
war das erste |soenzym, das mit Tumoren assoziiert (Opavsky et al. 1996) und nachfolgend in
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vielen unterschiedlichen Tumorarten gefunden wurde (Wykoff et al. 2000). Die vielen ver-
schiedenen Isoformen membranstindiger Carboanhydrasen lassen unterschiedliche, gewebe-
spezifische Funktionen vermuten. Allen Carboanhydrasen gemeinsam ist die Umwandlung
von Kohlengtoffdioxid (CO,) und Wasser (H,0) zu Kohlensiaure (H,COs), die in Hydrogen-
karbonat (HCOs') und Wasserstoff (H") dissoziiert. CA IX spielt eine wesentliche Rolle in der
physiologischen pH-Regulation. Es wurde lange Zeit angenommen, dass das saure interstitiel-
le Mikromilieu aufgrund erhohter Glykolyseaktivitidt hauptsichlich durch die Akkumulation
von Milchsiure, die zu Laktat” und H* dissoziiert, begriindet ist. Das bei der Glykolyse entste-
hende Laktat-Anion wird zum gréften Teil im Kotransport mit einem Proton aus der Zelle
transportiert, was zur Ansiuerung des Mikromilieus fiihrt (Manning Fox et al. 2000). Es zeig-
te sich aber, dass CA |X unter Hypoxie den extrazellularen pH-Wert stark beeinflussen kann.
Die Hypoxie stimuliert sowohl die Expression als auch die Aktivitdt der CA X, womit es zu
einer Ansiuerung des Milieus kommt, welche wiederum die Zellproliferation und die Me-
tastasierung fordert und somit von groer Bedeutung fiir die Tumorprogression ist (Svastova
et a. 2004). Die Transkription des CA IX Gens wird iiber HIF-1 reguliert. Unter Hypoxie
liegt HIF-1 vermehrt vor und verursacht einen Anstieg der CA 1X-Expression. Eine erhohte
Expression des membranstandigen CA IX deutet auf eine schlechte Prognose fiir Patienten
hin (Thiry et a. 2006). CA IX gilt als Hypoxiemarker, dessen Expressionsmaximum in peri-
nekrotischen und somit hypoxischen Arealen liegt (Potter und Harris 2003, Kim et al. 2004).
Dariiber hinaus wurde eine Kolokalisation von CA 1X und dem exogenen Hypoxiemarker
Pimonidazol gezeigt (Olive et al. 2001). Aus diesen Erkenntnissen ldsst sich die Hypothese
ableiten, wonach tumorassoziierte Carboanhydrasen als endogene Hypoxiemarker und als
Marker fiir die Laktatanreicherung und somit fiir den Grad der Tumormalignitit dienen konn-
ten.

1.7 Expressionsmuster maligner Tumoren

1.7.1 Beeinflussung der Expression glykolytischer Enzyme durch HIF-1

Die maligne Entartung von Zellen des Menschen geht u. a. mit einem gesteigerten glykolyti-
schen Flux einher. Ursache hierfiir ist die Uberexpression von membranstindigen Glukose-
transportern und von verschiedenen Enzymen der Glykolyse als Folge der Aktivierung von
Onkogenen bzw. der I naktivierung von Tumorsuppressorgenen (Shim et al. 1997). Das Hoch-
regulieren betrifft vor allem GLUT1, wihrend die Uberexpression von glykolytischen Enzy-
men besonders fiir die Phosphofruktokinase (PFK) und die Laktatdehydrogenase (LDH) gilt.
Dies scheint den wichtigsten Einfluss auf die Laktatproduktion zu haben, da die Menge des
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produzierten Laktats nicht dem Einfluss der lokalen O,-Konzentration unterliegt (Warburg-
Effekt). Der ,,hypoxia-inducible factor* (HIF) spielt eine wichtige Rolle bei der Uberexpres-
sion von Enzymen der Glykolyse. Aus den Untereinheiten HIF-1o und HIF-1B zu HIF-1 zu-
sammengesetzt, kann dieser unter bestimmten Bedingungen eine Vielzahl von Genen aktivie-
ren, deren Produkte in der Regel auf eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung sowie
Kompensation von Sauerstoffdefiziten durch angepasste Glykolyseaktivitdt hinwirken. Die
Untereinheiten von Glykolyseenzymen stellen wichtige Angriffspunkte von HIF-1 dar. En-
zyme der Glykolyse sind in der Regel Heteromere, deren Untereinheiten durch unterschiedli-
che Gene kodiert werden. Die regulatorischen und katalytischen Eigenschaften hingen stark
von der Zusammensetzung dieser Untereinheiten und somit vom |soenzymmuster ab
(Kopperschlager und Kirchberger 1996). HIF-1 ist ebenfalls in der Lage die Glukoseaufnah-
me in die Zelle zu regulieren und so die Menge des Ausgangsproduktes fiir die Glykolyse zu
beeinflussen. Bei der Aufnahme ist maBgeblich der Insulin-unabhdngige Glukose-
Transporter 1 (GLUTL1) betelligt, dessen Expression ebenfalls von HIF-1 hochreguliert wird
(Semenza 2002a, Semenza 2002b). Das Endprodukt der Glykolyse in Tumorzellen ist das
Laktat, das mit einer schlechten Patientendiagnose verkniipft ist (Walenta et al. 2000). Aus
diesem Grund ist in der vorliegenden Arbeit der Tumormetabolismus und die Hypoxie von
Tumorzellen von grolem Interesse, insbesondere im Hinblick auf Strahlenresistenzen, her-
vorgerufen durch Hypoxie und durch Glykolyseprodukte mit anti-oxidativer Wirkung wie
Pyruvat und Laktat (O'Donnell-Tormey et al. 1987, Brand und Hermfisse 19973, Groussard et
al. 2000).

1.7.2 Laktatdehydrogenase (LDH)

Die Laktatdehydrogenase katalysiert die reversible NADH+H"-abhiingige Hydrierung von
Pyruvat zu Laktat. Neben der bekannten Lokalisation im Zytoplasma wird LDH an der Mito-
chondrienmembran, in der Matrix von Peroxisomen und im Zellkern gefunden.

LDH liegt als katalytisch aktives Enzym als Tetramer vor. Es setzt sich aus den Untereinhei-
ten LDH-A und LDH-B zusammen, wobei sich fiinf verschiedene Kombinationen und somit
fiinf verschiedene Isoenzyme ergeben, die z. T. gewebespezifisch zusammengesetzt sind. Jede
der zwei Untereinheiten besitzt eine Molekiilmasse von etwa 32 kDa. Die Biosynthese der
Untereinheiten wird von unterschiedlichen Genen gesteuert. Das Isoenzym 5, welches aus
vier LDH-A Untereinheiten besteht und hauptsichlich in Skelettmuskulatur auftritt, zeigt die
grofte Effizienz beziiglich der Umwandlung von Pyruvat zu Laktat. Das Isoenzym 1, beste-
hend aus vier LDH-B Untereinheiten und im Herzmuskel anzutreffen, favorisiert hingegen die
Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA, welches in den Zitratzyklus eintritt. Eine dritte
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Untereinheit, die LDH-C, tritt bei seminalen Zellen von méannlichen Sdugern auf (Bonny et al.
1998). In Tumorzellen wird hiufig eine Uberexpression der LDH-A festgestellt (Koukourakis
et al. 2003, Unwin et al. 2003) und ein Isoenzymshift vermutet. Wiahrend LDH-A iiber HIF-1
reguliert wird, ist LDH-B von niedrigen Sauerstoffkonzentrationen und somit HIF unbeein-
flusst.

1.7.3 Glukosetransporter GLUT1

Das Phianomen der erleichterten Diffusion von Glukose iiber die Zellmembran beruht auf der
Funktion spezifischer, als Glukosetransporter dienender, Carrierproteine, da freie Glukose die
Lipiddoppelschicht der Membranen nur in geringem Ausmal} passieren kann. Glukosetrans-
porter bilden eine Familie von acht Mitgliedern. Sie bestehen jeweils aus einer einzigen ca.
500 Aminosiureresten langen Polypeptidkette. Das eigentliche Strukturmotiv bilden 12
Transmembransegmente. Sie weisen untereinander betrichtliche Ahnlichkeiten auf, werden
gewebs- bzw. zellspezifisch exprimiert und zum Teil durch externe Stimuli reguliert. Der
GLUT1-Transporter ist am weitesten verbreitet und stellt auf Grund seiner hohen Glukoseaf-
finitat die Grundversorgung der Zellen mit Glukose sicher. Er kommt besonders in fetalen,
aber auch in vielen adulten Sdugerzellen vor. Maligne Zellen zeigen sowohl in vitro as auch
in vivo eine erhohte Glukoseaufnahme (Kurata et al. 1999, Rudlowski et al. 2003). In vielen
Tumorgeweben wird eine erhdhte Expression des Glukosetransporters 1 gefunden. In unter-
schiedlichen Tumorentititen wurde eine eindeutig schlechte Prognose fiir Patienten, sowie ein
aggressiveres Verhalten von Tumoren mit erhohter GLUT1 Expression nachgewiesen (Haber
et al. 1998, Furudoi et al. 2001, Kawamura et al. 2001, Kang et al. 2002, Vordermark und
Brown 2003, Macheda et a. 2005, Tohma et al. 2005). Da HIF-1 die Expression von GLUT1
hochreguliert, wird GLUT1 auch als Hypoxiemarker verwendet, aber es zeigt sich, dass
GLUT1 nicht nur hypoxiespezifisch exprimiert wird. Das Protein kann auch unter Normoxie

in vitro nachgewiesen werden (Vordermark und Brown 2003).

1.7.4 Phosphofruktokinase (PFK)

Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Glykolyse ist in allen Geweben die
Phosphofruktokinase 1 (PFK-1). Sie katalysiert die ATP-abhingige Phosphorylierung von
Fruktose-6-Phosphat zu Fruktose-1,6-Bisphosphat. Die Aktivitat der PFK-1 wird stark durch
den zellularen Energiemetabolismus riickgekoppelt und kontrolliert. Die PFK-1 unterliegt
unterschiedlichen allosterischen Hemmungen wozu ATP und Zitrat zahlen. Aktiviert wird die
PFK-1 hingegen u. a. durch den Anstieg von AMP, worauf auch die gesteigerte Glykolyserate
unter Hypoxie zuriickzufiihren ist. Wie die LDH und das GLUT1 wird auch die PFK, insbe-
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sondere die PFK-L Untereinheit unter Hypoxie von HIF-1 hochreguliert (Gleadle und Ratclif-
fe 1998, Semenza 2002a). Es gibt mehrere Isoformen der PFK-1, zusammengesetzt aus drei
verschiedenen Untereinheiten: PFK-L (,,Leber- Typ®), PFK-M (,,Muskel-Typ*“) und PFK-C
(,,.Blutplattchen-Typ*). Die Gene der drei Untereinheiten sind auf drei unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert. Wihrend im Gehirn alle drei Formen der PFK vorkommen trifft
man auf die M-Untereinheit nur im Muskel und auf die L-Untereinheit vorwiegend in der
Leber. In Tumorzellen werden hauptsichlich die C- und L-Untereinheiten angetroffen wih-
rend die M-Untereinheit eher selten auftritt (Sanchez-Martinez und Aragon 1997). Die einzel-
nen Isoenzyme haben unterschiedliche Affinitaten zu Aktivatoren und allosterischen Hemm-
stoffen. Fruktose-2,6-Bisphosphat gilt als Aktivator der PFK-1, wobei die L-Untereinheit da-
von am starksten betroffen ist (Oskam et al. 1985). AuBerdem wird das Enzym durch diesen
Aktivator vermehrt exprimiert (Vora et a. 1985). Fruktose-2,6-Bisphosphat wird daher als
Regulator des glykolytischen Fluxes angesehen (Perez et a. 2000).
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1.8 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte im Rahmen eines von der DFG geférderten, multiinstitutio-
nellen Forschungsprojektes die Relevanz des Glukosestoffwechsels fiir die Radiosensitivitat
solider Tumoren untersucht werden. Zur Bestimmung des metabolischen Mikromilieus wur-
den mit der bildgebenden Biolumineszenz die Metabolite Glukose, ATP und Laktat gemes-
sen. Der mittlere Laktatgehalt von Xenotransplantaten humaner Kopf-Hals-Tumoren sollte
ermittelt und mit den in Dresden erhobenen strahlenbiologischen Daten, insbesondere der
TCDs, aber auch der durch Pimonidazol bestimmten hypoxischen Fraktion, in Bezug gesetzt
werden. Die Tumoren wurden immunhistochemisch beziiglich des Anteils an Mausgewebe
charakterisiert, ebenfalls immunhistochemisch wurde der Hypoxiemarker Carboanhydrase | X
nachgewiesen. Durch Korrelationsanalysen sollte weiterhin ein Zusammenhang zwischen
dem Laktatgehalt und der mRNA Expression der Glykolyseenzyme PFK-1 und LDH, sowie
dem Glukosetransporter GLUT1 erforscht werden. Zusitzlich wurde untersucht, ob eine Kor-
relation zwischen dem Expressionsgrad des Proteins LDH-A und der mittleren Laktatkon-
zentration bzw. dem ldh-a mRNA Transkriptionsniveau in den Tumorbiopsien besteht.

Die Ergebnisse sollen einen Hinweis darauf geben, ob es Zusammenhéinge zwischen den ein-

zelnen Parametern gibt, die diagnostisch und therapeutisch genutzt werden kénnen.
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2 Material und Methode

2.1 Tumormaterial

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche und Analysen wurden an rasch tiefgefrorenen
(flassiger Stickstoff) Schnittpraparaten aus humanen, xenotransplantierten Plattenepithelkar-
zinomen der Kopf-Hals-Region durchgefiihrt, die von der Technischen Universitat Dresden
(Arbeitsgruppe Professor Dr. Michael Baumann) zur Verfiigung gestellt wurden.

Fir die PCR-Analysen wurden rasch kryofixierte Humanbiopsien von HNSCC Tumoren aus
der Klinik zum Vergleich mitgefiihrt. Die Daten fiir diese Proben finden sich in Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1: TNM-Status der fiinf in den PCR-Analysen verwendeten Humanbiopsien

Probe I 11 I v \%
T 1 4 2 4 2
N 0 2 0
M 0 0 0 0 0

2.2 Herkunft und Entnahme der Tumorbiopsien

Tumormodelle

Fir die gesamte Versuchsreihe wurden 7 humane Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem
Kopf-Hals-Bereich verwendet, die in Tabelle 2.2 aufgelistet sind.

Die UT-SCC-Linien wurden im Labor von Dr. Grénman direkt aus primarem Tumorgewebe
in der Zellkultur etabliert. FaDupp ist eine in Dresden kultivierte Sublinie der Zelllinie FaDu
(ATCC: HTB-43). Die weiteren Tumorlinien wurden kauflich erworben: XF354 vom Deut-
schen Krebsforschungs-zentrum Heidelberg und SAS von der Japan Health Sciences Founda-

tion, Health Science Research Resources Bank.

Versuchstiere

Die 7-14 Wochen aten NMRI (nu/nu) Mause stammen aus der SPF-Zucht des Experimen-
tellen Zentrums der Medizinischen Fakultat der TU Dresden. Sie wurden bel 26 °C, einem
12stiindigem Tag-Nacht-Rhythmus sowie einer Luftfeuchtigkeit von 60 % gehalten. Die Tiere
wurden 2 Tage vor Transplantation zur weiteren Immunsuppression mit 4 Gy (200 kV;
0,5 mm Cu; 1,3 Gy/min) ganzkorperbestrahlt. Fiir die Durchfiihrung der Experimente lag eine
Tierversuchsgenehmigung des Regierungsprasidiums Dresden vor.
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Eine Stunde vor Tumorentnahme wurde den Tieren der Hypoxiemarker Pimonidazol, sowie
der Perfusionsmarker Hoechst 33342 injiziert.

Transplantationsgenerationen

Die in vivo-Etablierung begann mit Injektionen von 10" suspendierten Zellen in die Achsel-
hohle von drei Tieren. Aus den entstehenden Tumoren wurde der Tumor mit der medianen
Wachstumsgeschwindigkeit subkutan auf die Riicken von 15 weiteren Tieren transplantiert.
Von diesen Tumoren wurden 3-4 mit mittlerer Wachstumsgeschwindigkeit als kleine Tu-
morstiickchen in fliissigem Stickstoff eingefroren (Cryostock). Spater wurde ein Teil der Tu-
morstiickchen wieder aufgetaut und subkutan auf die Riicken von 5 weiteren Nacktméiusen
transplantiert (Generation Cryo I). Daran schloss sich die subkutane Transplantation eines
Cryo I-Tumors mittlerer Wachstumsgeschwindigkeit auf das Hinterbein von 10 weiteren Tie-
ren (Generation Cryo 11) an. Diese waren die Spendertiere fiir die Tumoren der Hypoxiestu-

dien.

Tabelle 2.2: Auflistung aller in dieser Arbeit bearbeiteten humanen Tumorlinien, VDT = Vo-
lumenverdopplungszeit, DNA-Index: beschreibt GO/G1-Verhiltnis und Aneuploidie, Exp. =
Experimentbezeichnung

Tumor Herkunft Histologie | VDT (Tage) | DNA-Index | LDH-Isoenzymmuster | Exp.
FaDu Hypopharynx GradelV | 3,5 1,6+0,1 Human N 77
Priméartumor (2,7-5,3)
UT-SCC-15 | Zunge Gradel 4,2 1,9+0,1 Human N 78
Primértumor (31-7.2
UT-SCC-14 | Zunge Gradell 4,2 1,6+0,1 Human N 82
rekurenter Primértumor (31-7.2
XF354 Mundboden LK-Metastase | Gradel 8,5 1,7+0,1 Human N 89
(3,7-115)
UT-SCC-5 Zunge Gradelll 6,9 1,4+0,1 Human N 91
Metastase (35-96)
SAS Zunge Grade IV 3,7 1,6+0,1 Human N 94
Primértumor (26-6,2)
UT-SCC-45 | Mundboden Grade Il 6,6 1,9+0,3 Human N 95
Persistierter Priméartumor (44-113)
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Entnahme

Direkt nach der ziigigen chirurgischen Tumorentfernung wurde dieser in fliissigen Stickstoff
iiberfiihrt und dann durchweg bei weniger als -20 °C aufbewahrt. Der Versand des Probenma-
terials erfolgte bei konstanten -70 °C auf Trockenesis.

2.3 Strahlenbiologische Charakterisierung der Tumorlinien

Die strahlenbiologische Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Tumor-
linien erfolgte bei dem Kooperationspartner in Dresden.

Hierzu gehort die Bestimmung (1) der radiobiologisch hypoxischen Fraktion (rHF), (2) der
tiber Pimonidazol-Markierung bestimmten hypoxischen Fraktion (pHF) und (3) die Tumor-
Kontroll-Dosis-50 % (TCDsp: tumor control dose).

Alle Untersuchungen wurden im Labor von Professor Dr. Baumann durchgefiihrt.

2.3.1 Bestimmung der radiobiologisch hypoxischen Fraktion (rHF)

Die rHF gibt den relativen Anteil radiobiologisch hypoxischer und somit besonders radiore-
sistenter klonogener Tumorzellen an der Gesamtzahl vitaler Zellen an. Die rHF ist der einzige
verfiigbare funktionelle Parameter zur Quantifizierung hypoxischer klonogener Tumorzellen.
Zur Bestimmung der rHF wurden Tumoren bei einem Durchmesser von 7 mm zum einen un-
ter ambientem und zum anderen bei abgeklemmtem Blutfluss bestrahlt (200 kV, 0,5 mm Cu,
~1,1 Gy/min). Das werktégliche Bestrahlen mit insgesamt 30 Fraktionen in sechs Wochen mit
graduierten Gesamtdosen von 30-100 Gy unter ambienten Bedingungen diente der Bestim-
mung der Empfindlichkeit gegeniiber einer fraktionierten Bestrahlung.

Experimenteller Endpunkt ist der Status der lokalen Tumorkontrolle 120 Tage nach letzter
Bestrahlung. Die Auswertung erfolgte tiber ein Poisson-basiertes Modell nach MOULDER &
ROCKWELL (1984).

2.3.2 Bestimmung der hypoxischen Fraktion durch Pimonidazol-Farbung

Pimonidazol ist ein Hypoxiemarker, der sich irreversibel bei pO, Werten <10 mm Hg intra
zellular anreichert und immunhistochemisch nachgewiesen werden kann. Dabei wird in Tu-
moren meist die hypoxische Fraktion (Pimonidazol-HF, pHF) als der immunhistochemisch
positive Flachenanteil (%) des Tumorschnittes bestimmt. Die Pimonidazol-Firbung und
Auswertung mittels computergestiitzter Bildanalyse erfolgte nach einem standardisierten Pro-
tokoll und wurde von Frau Yaromina aus der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Bau-

mann durchgefiihrt.
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2.3.3 Bestimmung der TCDs,
Die TCDs, wird definiert als die Strahlendosis, die notwendig ist um 50 % der bestrahlten

Tumoren lokal zu entfernen. Die erfolgreiche therapeutische Entfernung eines Tumors wird
als Tumorkontrolle bezeichnet. Die TCDs, ergibt sich aus der intrinsischen Strahlenempfind-
lichkeit hypoxisch klonogener Zellen (Do), der Gesamtzahl klonogener Zellen (N) und der
rHF nach der folgenden Formel:

TCDso = Do x [In (N x rHF) + 0,366] (Gy)

Modellparameter wurden mittels Maximum Likelihood Analyse ermittelt. Die Bootstrap-
Technik diente zur Bestimmung der 95 % Vertrauensbereiche. Alle Berechnungen erfolgten
mit der STATA/SE 8.0 software (STATA Corporation, College Station, TX, USA).

2.4 Bearbeitung der Tumorproben

Alle Tumorproben wurden nach einem strikten Protokoll im Gefriermikrotom (HM 500 OM,
Microm, Walldorf) bei -20 °C geschnitten. Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick iiber ein solches
Schnittprotokoll. Das Einbettmedium Tissue Tek (Hartenstein, Wiirzburg) diente zum Auf-
blocken der Tumoren. Unmittelbar vor dem Schneiden wurden mit Hilfe einer Biopsiegabel
zwei kleine Locher im Abstand von 2 mm in den Tumor gestochen. Diese MaBBnahme erleich-
tert die spitere Auswertung der durchgefiihrten Farbungen und Metabolitnachweise an Paral-
lelschnitten, bel denen digitale Bilder dieser Schnitte mit einer Software exakt iiberlagert wer-
den miissen und durch die Doppelldcher besser zur Deckung gebracht werden kdnnen.

Von jeder Tumorlinie wurden 10 bis 12 Tumorproben geschnitten. Fir PCR-Untersuchungen
war es notwendig, die Tumorkappe abzutrennen und anschlieBend in Kryoréhrchen (Nunc,
Wiesbaden) bei -80 °C aufzubewahren. Jeder Tumor wurde in sieben bzw. fiinf Segmente
aufgeteilt und es folgte die Anfertigung von 16 Gefrierschnitten unterschiedlicher Dicke aus
jedem Segment. Mainz erhielt aus jedem Segment sieben (aus dem letzten neun) Schnitte fiir
unterschiedliche Anwendungen. Die iibrigen Schnitte wurden von den Kooperationspartnern
Dresden und Miinchen fiir weitere Versuche verwendet (s. Tabelle 2.3). Die Schnitte fiir die
Biolumineszenz wurden auf Deckglaschen (60 x 24 mm) aufgenommen und bis auf den
Schnitt fiir die Glukosemessung durch Auflegen auf eine Heizplatte ( 10 min, 100 °C) hitzefi-

xiert.
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Tabelle 2.3: Schnittprotokoll fiir die Aufarbeitung von Biopsien

Segmente 1-7 (bzw. 5)

Nr. | Schnittdicke (um) | Partner | Verwendung

1 10 Dresden | Pimonidazol-, CD31-, HOECHST-Farbung
2 10 Miinchen

3 10 Miinchen

4 10 Miinchen

5 10 Miinchen

6 10 Miinchen

7 10 Reserveschnitt

8 |10 Reserveschnitt

9 10 Reserveschnitt

10 | 10 Mainz Anti-HIF-1a-Fiarbung oder Anti-GLUT1 Farbung
11 | 10 Mainz Carboanhydrase | X-Farbung

12 | 10 Mainz Anti-Maus-Fiarbung

13 | 10 Mainz H/E-Farbung

14 | 16 Mainz Glukose-Messung

15 | 16 Mainz ATP-Messung

16 | 16 Mainz Laktat-Messung

Segment 8 (bzw. 6)

1 10 Dresden | Pimonidazol-, CD31-, HOECHST-Farbung
2 10 Mainz H/E-Firbung

3 120 Mainz Pyruvat-Messung (durchgefiihrt von U. Sattler)
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2.5 (Immun-) Histologie

Das Verfahren der bildgebenden Biolumineszenz erlaubt es, Gewebeschnitte regional auszu-
werten. Von besonderem Interesse ist vitales, humanes Tumorgewebe. Nekrotische, keratini-
sierte, zystische oder anders geartete non-vitale Areale und jegliches Mausgewebe ist deshalb
von der Auswertung auszuschlielen. Um diese Bereiche zu erkennen und zu definieren, be-

dienten wir uns der Hamalaun-Eosin- und der Anti-Maus-Farbung.

2.5.1 Himalaun-Eosin Fiarbung an Gefrierschnitten (H/E)

Aus jedem Segment eines jeden Tumors wurde ein Schnitt einer Himalaun-Eosinfarbung un-
terzogen. Mayers saures Himalaun (Roth, Karlsruhe) ist ein positiv geladener Farblack, der
an die negativ geladenen Phosphatgruppen von DNA und RNA bindet und eine intensiv blaue
Farbung hervorruft. Eosin (Merck, Darmstadt) hingegen verbindet sich mit Gewebeproteinen
und bewirkt eine karmesin- bis scharlachrote Anfarbung des Cytoplasmas. Die Farbung be-
gann mit der 5Sminiitigen Fixierung der Schnitte in Aceton (Roth) und dem anschlieenden
Trocknen fiir etwa 10 Minuten. Nach einer Inkubation von 2,5 min in Himalaun wurden die
Schnitte 5 min unter flieBendem Leitungswasser gebldut. Daran schloss sich das Eintauchen
der Schnitte fiir 15 s in Eosin (1 %ig angesiuert mit Eisessig, Roth) an. Das Eosin musste in
drei Portionen A. dest. abgespiilt werden, bevor die Schnitte in einer aufsteigenden Isopropa-
nolreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 %; Theo Seulberger, Karlsruhe) entwissert werden konnten.
Danach wurden die Schnitte jeweils 5 min in 100 %iges I sopropanol und drei Portionen Xylol
(Roth) getaucht. Das Eindecken mit Entellan (Merck) oder Roti-Histokitt (Roth) beendete die
H/E-Farbung.

2.5.2 Anti-Maus-Firbung (AM)

Der dem H/E gefarbten Schnitt unmittelbar benachbarte Gefrierschnitt wurde einer Anti-
Maus-Farbung unterzogen. Hierbei wird Mausgewebe, wie Haut, Stroma und auch in den
Tumor eingewanderte Abwehrzellen spezifisch iiber eine direkte Antikdrper-Farbung ange-
zeigt. Die Schnitte mussten vor der Farbung 10 min in Aceton (Roth) fixiert werden. Danach
wurden die Schnitte mit einem Fettstift (Dako, Hamburg) umrandet.

Die Farbung erfolgte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Eine Inkubation mit
H.O, (Sigma, Taufkirchen; 20 ul H,O, 30 %ig + 600 ul PBS + 400 pl Methanol; Roth) fiir 20
min diente dem Blockieren endogener Peroxidasen. In drei Portionen PBS-Tween20 (0,1 %ig)
wurde gespiilt, bevor die Inkubation mit dem Rabbit Anti-Maus 1gG Antikorper (Sigma,
1:100 mit PBS und 1 % Magermilchpulver verdiinnt) fiir 1 h erfolgte. AnschlieBend wurde in
zwei frischen Portionen PBS-Tween20 gespiilt. Es folgte die Inkubation mit DAB+ (Dako)
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fiir 5 min mit dem darauf folgenden Spiilen in PBS, Leitungswasser und A. dest.. In Mayers
saurem Hamalaun wurden die Schnitte fiir die Gegenfdarbung 3 min eingetaucht und anschlie-
Bend 5 min in flieBendem Leitungswasser geblaut. Danach schloss sich die Entwisserung in
einer aufsteigenden Isopropanolreihe (70 %, 80 %, 90 %, 100 %) und die Inkubation in
100 %igem Isopropanol und drei Portionen Xylol fiir jeweils 5 min an. Zum Eindecken der
Schnitte wurde Entellan oder Roti-Histokitt verwendet.

2.5.3 Anti-Carboanhydase IX-Fiarbung (CA IX)

Die immunhistologische Detektion der Carboanhydrase I X wurde von Herrn Dr. Arnulf May-
er und Frau Beate Kohler aus der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Peter Vaupel (Universitit
Mainz) durchgefiihrt. Der erste Schritt bestand darin, die getrockneten Schnitte fiir 10 min in
-20 °C-kaltem Aceton zu fixieren. Daran schloss sich die Inkubation mit dem Priméarantikor-
per Rabbit anti CA 1X (Abcam, UK) in einer Verdiinnung von 1:5000 in PBS fiir 1 h und 37
°C an. Es folgte die Inkubation mit dem Sekunddrantikdrper Goat anti rabbit (Vector, USA)
in einer Verdiinnung von 1:300 in PBS fiir 1 h und 37 °C. Die Entwicklung erfolgte mit
DAB+, anschlieBend wurde in einer aufsteigenden Isopropanolreihe entwissert und mit Eukitt
(Fluka, Taufkirchen) eingedeckt.

2.6 Bildgebende Biolumineszenz: Messen der Metabolitkonzentrationen

2.6.1 Die Biolumineszenzreaktionen

Das Prinzip der Messung von Stoffkonzentrationen durch die Biolumineszenz beruht auf der
chemischen Reaktion von lichterzeugenden Enzymen, so genannten Luziferasen. Diese En-
zyme emittieren Photonen, sobald sie mit dem entsprechenden Intermediat in Kontakt geraten.
Die Intensitit der Lichtemission ist dabei innerhalb eines bestimmten Reaktionsabschnittes
proportional zu der Konzentration des nachzuweisenden | ntermediates.

In unserem Fall wurden Laktat, Glukose und ATP nachgewiesen. Um Glukose und Laktat
nachzuweisen, sind mehrere Enzyme notwendig. Die Luziferase (Roche) und die zugehorige
Oxidoreduktase (Roche) stammen bei diesem Nachweis aus dem Meeresbakterium Photobac-
terium fischeri. Die Reaktionen sind in Abbildung 2.1 dargestellt. Die Oxidoreduktase kata
lysiert einen Elektronentransfer von NAD(P)H + H* auf FMN. Die Luziferase katalysiert die
Oxidation von FMNH> und einem langkettige Aldehyd unter Aussenden von Licht.
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Glukose Laktat
ATP NAD
Hexokinase < > Laktat-Dehydrogenase
ADP NADH+H*
A A
Glukose-6-Phosphat Pyruvat
NADP* Glutamat
Glukose-6-Phosphat- ] Glutama-Pyruva-
Dehydrogenase + Transaminase
NADPH+H 2-Ketoglutarat /
A A
D-6-Phospho-Glucono-L akton \ Alanin
NAD(P)* FMN + Decansiure + H,0
+ _(OR (L) .
NAD(P)H+H FMNH, Licht
FMN Decanal + O,

Abbildung 2.1: Die enzymatischen Reaktionen fiir den Nachweis von Glukose und Laktat. ES
werden die Koenzyme NADPH aus Glukose und NADH aus Laktat erzeugt, die als Substrate
fiir die eigentliche Lumineszenzreaktion dienen. OR = Oxidoreduktase, L = Luziferase

Fiir den Nachweis von ATP verwendet man die Luziferase (Roche, Mannheim) aus der ame-
rikanischen Leuchtkéferart Photinus pyralis, die ATP unter Beteiligung von Luziferin direkt
in eine Lichtreaktion umsetzt. Abbildung 2.2 zeigt die Photonenemission nach folgendem
Prinzip:

Luziferase

Luziferin + Oy+ ATP Mg** —  Oxyluziferin+ PP, + AMP + CO, + hv

Abbildung 2.2: Nachweisreaktion von ATP

2.6.2 Zusammensetzung der Enzymlosungen

Das Ansetzen der einzelnen Enzymlosungen erfolgte auf Eis. Dariiber hinaus ist ziigiges Ar-

beiten empfohlen, damit die zugefiigten Enzyme so wenig Aktivitdt wie moglich verlieren.
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Nachweis von ATP

In einem Handmarser wurden 5 g gefriergetrocknete Leuchtkiferabdomen (Sigma) zu einem
feinen Puder zerrieben und in 100 ml Puffer (0,2 M Hepes, Roth; 0,1 M Natriumarsenat,
pH 7,6) aufgenommen. Unter Eiskiihlung folgte das Zermahlen der Suspension im Gewebe-
homogenisator (B. Braun Melsungen) und das Zentrifugieren fiir 10 min bei 4 °C und 2000
U/min (Megafuge 1,0 R, Heraeus, Rotornr. 2252). Dem abgenommenen Uberstand wurden
dann 200 ul einer 1molaren MgCl,-Losung zugesetzt. Die fertige Losung musste aliquotiert
und bei -70 °C gelagert werden. Vor Gebrauch ist ein erneutes Zentrifugieren von 30 s bel
Maximalgeschwindigkeit (Zentrifuge 3200, Eppendorf) notwendig.

Nachweis von Laktat

Die Zusammensetzung der Enzymldsung ist in Tabelle 2.4 aufgefiihrt. Es ist erforderlich zu-

nichst einen ,Mini-Ansatz“ zum Testen der Qualitdt der Enzymlosung anzusetzen. Dazu
wurde das Gesamtvolumen der Losung angesetzt, ohne die Enzyme fiir die Lichtreaktion zu-
zugeben. In 1/8 dieses Volumens wurde die entsprechende Menge der Enzyme Luziferase und
Oxidoreduktase gegeben (entspricht je einer Verpackungseinheit). Eine Testmessung erfolgte
mit einem Standardschnitt. Ist die Lichtemisson zufriedenstellend, werden die restlichen En-
zyme und der Testansatz zur Grundlosung gegeben. Die fertige Losung wird daraufhin aliquo-
tiert und bei -70 °C gelagert.

Tabelle 2.4: Biochemikalien fiir den Laktatnachweis. Der Ansatz erfolgte in 0,1 M Phosphat-
puffer mit 50 mM Glutamat bei pH 7,0

Substanz Endkonzentration
NAD 160 mM

DTT (1,4-Dithiotreitol-L6sung) 0,5 mM

FMN 0,4 mM

Decanal in Methanol 0,5mM
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) | 67 U/ml

L aktat-Dehydrogenase (LDH) 460 U/ml
Luziferase 15 mU/ml
NADP-FMN-Oxidoreduktase 8 U/ml
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Nachweis von Glukose

Die Zusammensetzung der Enzymlosung ist in Tabelle 2.5 aufgefiihrt. Auch fiir die Glukose-
Enzymlosung diente das Ansetzen eines ,Mini-Ansatzes zum Testen. Nach erfolgreichem

Test wurde die Losung fertig gestellt, aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

Tabelle 2.5: Biochemikalien fiir den Glukosenachweis. Der Ansatz erfolgte in 0,3 M Phos-
phatpuffer bei pH 7,0

Substanz Enkonzentration
ATP 100 mM
NADP 75 mM
MgCl, 8 mM
DTT (1,4-Dithiotreitol-L6sung) 0,5 mM
FMN-L6sung 0,4 mM
Decanal in Methanol 0,5mM
Hexokinase (HK) 44 U/ml
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) | 55 U/ml
Luziferase 13 mU/ml
NADP-FMN-Oxidoreduktase 8 U/ml

2.6.3 Registrierung der Lichtemission

Abbildung 2.3 zeigt schematisch die Methode der bildgebenden Biolumineszenz. Kryoschnit-
te aus Tumorbiopsien werden auf ein Deckglas iiberfiihrt. Der Gewebeschnitt wird in eine
Enzyml6sung getaucht, die sich in einer Vertiefung einer Messform befindet (1). Das so ent-
standene ,,Sandwich* Uiberfiihrt man anschliefend in eine thermostatisierte Kammer, die auf
dem ODbjekttisch eines Mikroskops befestigt ist (2). Die einsetzende Lichtemission wird iiber
ein Mikroskop mit einer hochempfindlichen Videokamera aufgenommen. Das Videosystem
ist in der Lage, einzelne Photonen mit hoher Ortsauflosung zu registrieren. Als Ergebnis (3)

wird die flachenhafte Verteilung der Metabolitkonzentration im Gewebeschnitt erhalten.
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Methode der " 2Ly
. - . Quantitat 3 ]
bildgebenden Biolumineszenz G.uk;'z;‘v;?_.;‘i’ﬁmg %’;%a

Deckglas Photonen-registrierende
Videokamera

Gewebeschnitt :

Enzymlésung VWL V=
(Glukose —3 Licht) ¢ ¢
“Sandwich” Mikroskop

Messform

Abbildung 2.3: Schema der Methode der bildgebenden Biolumineszenz, (Schritte 1,2 und
drei, siehe Text)

2.6.4 Kalibrierung der Biolumineszenzreaktionen

Die Intensitiat der Lichtemission aus den Gewebeschnitten ist unmittelbar abhidngig von der
lokalen Metabolitkonzentration. Die gewonnenen Bilder der Intensititsverteilungen lassen
sich unter Verwendung von Gewebestandards mit definierter Konzentration kalibrieren. Von
ATP, Laktat und Glukose mussten dazu 4fach konzentrierte StammlGsungen angesetzt wer-
den. Dazu sollten dieselben Pufferlosungen verwendet werden, die bereits der Anfertigung der
Enzymlosungen dienten. Die Stammlésungen wurden in einem Mischungsverhiltnis von 1:3
mit dem Einbettmedium (Tissue Tek) griindlich vermengt. Das bei Raumtemperatur zahfliis-
sige Einbettmedium erhértet bei -20 °C. Das Anfertigen von Gefrierschnitten, die die gleiche
Dicke haben miissen wie die Gewebeschnitte (16 pum), konnte nach dem Aufblocken und Er-
hiarten des Standards bei -20 °C erfolgen. Mit dem Enzymgemisch fiir den jeweiligen Metabo-
liten wurden diese Schnitte gemessen, und das entsprechende Biolumineszenzbild wurde den-
sitometrisch ausgewertet, so dass Standardkurven erstellt werden konnten. Dazu wurden die
mittleren Leuchtintensititen der Standardschnitte als Funktion der Standardkonzentration gra-
phisch aufgetragen und aus einer Regressionsanalyse der Datenpunkte eine mathematische
Anpassungskurve berechnet. Dabei kam die Box-Lucas-Funktion (y = a (1-b")) zur Anwen-
dung. Die Darstellung und Berechnung erfolgte mit der Graphik- und Statistiksoftware
ORIGIN (Origin 7G). Mit Hilfe der genannten Funktion wurden nachfolgend die Intensitits-

verteilungen der Schnitte der Tumorbiopsien in Konzentrationseinheiten umgerechnet
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(uwmol/g). Es empfiehlt sich beim Messen der Tissue-Tek-Standards, mit der hochsten Kon-
zentration zu beginnen, damit man die Kamerasensitivitit festlegen kann. Diese schaltet sich
namlich bei maximaler Sensitivitdt bei zu hohen Leuchtintensititen automatisch aus.

Eine Voraussetzung fiir eine exakte Kalibrierung der Intensitdtsverteilung ist das Einhalten
eines definierten Zeitschemas, da die Lichtemission einer bestimmten Kinetik folgt. Die Kine-
tik lasst sich mit der Steuersoftware fiir die Videoeinheit (Wasabi, Hamamatsu) erfassen. Dies
wird mit jeder frisch hergestellten Enzymlosung an einem Standardschnitt durchgefiihrt. Aus
dem resultierenden Profil lasst sich der beste Zeitpunkt fiir den Beginn der Messung (i. d. R.
30 s nach Kontakt von Schnitt und Losung) und die Messdauer, abhidngig von der Aktivitét
der aktuellen Enzymlésung, (i. d. R. weitere 60 -120 s) festlegen. Diese Zeiten werden fiir die

nachfolgenden Messungen der Standards und der Tumorbiopsien genau eingehalten.

2.6.5 Messprotokoll

Die Biolumineszenzmessung lauft fiir alle drei Metabolite nach dem gleichen Protokoll ab:

Nach Entnahme des Deckglaschens mit dem aufgenommenen Gefrierschnitt aus dem Kiihlge-
rat (Slee, Mainz) wurde es fiir 2 s auf eine Heizplatte (IKA-Labortechnik, Staufen) von
100 °C gelegt. Das Deckgldschen wurde dann mit dem Gewebeschnitt nach unten auf die Re-
aktionskammer gelegt, so dass der Schnitt im Zentrum der Reaktionsmulde lag. An einer
schmalen Kante wurde das Deckgldschen auf der Reaktionskammer mit einem Lochringver-
stirker aufgeklebt. Dadurch ist gewihrleistet, dass sich das Deckgldschen zwar um die Klebe-
stelle auf- und abwirts klappen ldsst, dabei aber beim Aufliegen auf der Reaktionskammer
seine exakte Position immer wieder findet. Die Kammer wurde in die Probenschublade ge-
legt, die in eine durch ein Wasserbad thermostatisierte (20 °C) Messkammer einzuschieben
war. In diese Messkammer ragt das Objektiv (1,25x) des Mikroskops (Carl Zeiss AG, Ober-
kochen) hinein. Nach der Justierung der Kammer ins Zentrum des Objektivs folgte die Anfer-
tigung einer Durchlichtaufnahme des Gewebeschnittes (Bild 1). Anschlielend wurde die Pro-
benschublade wieder entnommen, ohne die Messkammer zu verschieben, und das Deckgla-
schen wurde hochgeklappt. Von der jeweiligen Reaktionslosung gab man 60 pl in die Mess
mulde. Dann konnte das Deckgldschen vorsichtig heruntergelassen werden, so dass der
Schnitt Kontakt mit der Enzyml6sung bekam, ohne dass sich Luftblasen bildeten. Daraufhin
wurde die Schublade ziigig zuriick in die Messkammer geschoben. Sobald der Schnitt in die
Losung tauchte, setzte die Zeitmessung ein. Nach der vorgegebenen I nkubationszeit wurde
die Messung durchgefiihrt, die zum Intensitédtsbild der Metabolitverteilung fiihrt (Bild 2). Im
Anschluss daran fertigte man ein weiteres Durchlichtbild (Bild 3) an. Die Bilder 1 und 3 die-

nen der nachfolgenden Zuordnung der Gewebestruktur zur Metabolitverteilung.
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2.6.6 Biolumineszenz-Auswertung

Fir die Analyse der Intensititsverteilungen wurden die H/E- und Anti-Maus-gefarbten Paral-
lelschnitte benotigt. Eine an das Mikroskop angeschlossene Digitalkamera (Nikon D100,
Diisseldorf) ermoglichte das Fotografieren dieser Schnitte. Nachfolgend wurden die Bilder
der Schnitte in der Software Photoshop (Adobe V 6,0) durch drehen und stauchen bzw. stre-
cken so veriandert, dass ihre Konturen mit der des Durchlichtbildes, welches vor der Biolumi-
neszenzmessung aufgenommen worden war (Bild 1), iibereinstimmten. Darauthin war es
moglich, eine digitale Maske anzufertigen, die lediglich das auszuwertende vitale Tumorge-
webe umschloss. Da es sich bei den Kryoschnitten fiir die einzelnen Metabolitmessungen um
Parallelschnitte handelte, reichte das Erstellen einer Maske fiir die Auswertung von allen drei
Metabolitbildern. In dem Shareware Programm ImageJ musste man diese Maske umfahren,
um sie auf das Biolumineszenzbild iibertragen zu konnen. Diese Software berechnete aus den
innerhalb der Maske liegenden Pixelwerten eine Haufigkeitsverteilung der Intensitétswerte fiir
jedes Bild. Fiir jeden Metaboliten wurden die aus den sieben (bzw. fiinf) Segmenten stam-
menden I ntensitdtsverteilungen schlieBlich zu einer Verteilung zusammengefasst (,,Summen-
histogramm®). Aus diesem Histogramm wurden mit der Software MS Excel (Microsoft) unter
Beriicksichtigung der Kalibrierung die mittlere und mediane Konzentration (umol/g), sowie
als Streuungsparameter die Standardabweichung (SD), die 10 %- und 90 % Perzentile und die
Minimal- und Maximalwerte errechnet.

2.7 Real Time RT-PCR: Messen der mRNA-Expression

Um die Expression bestimmter Gene zu quantifizieren, wurde das Verfahren der real time
RT-PCR eingesetzt.

Die RT-PCR unterscheidet sich von der konventionellen PCR dadurch, dass das transkriptio-
nelle Niveau quantitativ untersucht wird. Nach Abbau genomischer DNA durch DNAse
(RNase-Free DNase Set; Qiagen, Hilden) und anschlieBender RNA-Extraktion wird von der
RNA eine komplementiare DNA (cDNA) hergestellt. Daran schlie3t sich die eigentliche PCR
an. Um die RNA vor ubiquitér vorkommenden RNAsen zu schiitzen, wurden alle bendtigten

Puffer und Losungen mit DEPC-behandeltem Wasser (Sigma) angesetzt.

2.7.1 Tumor-Lyse und RNA-Extraktion

Um die RNA aus Tumorgewebe zu extrahieren, wurde ein tiefgefrorenes Gewebestiickchen
mit einem PlastikstofBel in einem Reaktionsgefdll unter permanenter Stickstoffkiihlung zu ei-

nem feinen Pulver zerrieben. Nachdem der Stickstoff verdampft war, bestand der zweite
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Schritt darin, sofort 300 ul des zuvor mit B-Mercaptoethanol (Sigma) 1:100 versetzten Lyse-
puffers des RNeasy-Mini-Kits (Qiagen) hinzu zu geben. Das Lysat ruhte dann jeweils fiir ca.
10 min bei Raumtemperatur, um zum Homogenisieren mehrmals durch eine 23 G-Kaniile (B.
Braun) gezogen zu werden. Anschlieend iiberfiihrte man das Homogenat auf eine Qiashred-
der-Sdule (Qiagen), die man 15 s bei 13.000 U/min zentrifugierte (alle Zentrifugationsschritte
in der Biofuge 15, Heraeus). Nach Versetzen des Filtrats mit 300 ul 70 %igem Ethanol (Roth)
und mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurde es auf eine SilicaMembran (mini-Siule)
gebracht und 15 s bei 13.000 U/min zentrifugiert. Dabei bindet die RNA spezifisch an diese
Membran. Auf das Verwerfen des Eluats folgte ein Waschschritt mit 350 ul RW1-Puffer und
eine Zentrifugation von 15 s bei 13.000 U/min. Das Eluat wurde erneut verworfen. 10 ul
DNAse | wurden mit 70 ul RDD Puffer vorsichtig vermischt (Bestandteile des RNase-Free
DNase Sets von Qiagen) und direkt auf die Membran gegeben. Es folgte die Inkubation der
Membran mit der DNAse fiir 15 min. Anschlieend folgte ein erneuter Waschschritt mit 350
ul RW1-Puffer. Danach wurde die Siule in ein frisches Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und es wur-
den zwei aufeinander folgende Waschschritte mit jeweils 500 pul RPE-Puffer und anschlie-
Bender Zentrifugation von 15 s bei 13.000 U/min durchgefiihrt. Das Zentrifugieren flir 2 min
bei Maximalgeschwindigkeit (15.000 U/min) dient dazu, die Membran zu trocknen. Das Eluat
wurde jeweils verworfen. Die Mini-Siule wurde darauthin in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tiber-
filhrt und 50 ul RNAse freies Wasser fiir 1 min auf der Sdule inkubiert. Es schloss sich eine
erneute Zentrifugation fiir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit an. Dieser Schritt wiederhol-
te sich noch einmal mit dem zuvor gewonnenen Eluat.

Die aromatischen Ringe der RNA-Basen haben ein Absorptionsmaximum bei einer Wellen-
linge von 255-260 nm. Daher kann die gegen HOpepc gemessene Absorption (OD) nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz zur Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration genutzt
werden. Fiir die photometrische Messung (Perkin Elmer, Burladingen) wurde die Probe 1:50
mit HOpepc Verdiinnt und eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Umrechnung erfolgte
mit dem Mittelwert und dem Umrechnungsfaktor fiir RNA (40); (Sambrook et a. 1989). Die

Berechnung der Konzentration lautet demnach:
OD260 X 40 x Verdiinnungsfaktor = RNA (ug/ml)

Die Reinheit der RNA wird durch das Verhiltnis ODgg080 bestimmt. Dieses sollte bei ca. 1,8
liegen.
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2.7.2 RNA-Formaldehyd-Gel

Um sicherzugehen, dass die RNA intakt und nicht durch RNAsen partiell abgebaut vorliegt,
wurden die RNA-Losungen auf einem 1 %igen denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Formaldehyd reagiert kovalent mit den Aminogruppen von
Adenin, Guanin und Cytosin und verhindert so die Ausbildung von Sekundirstrukturen, die
zu einem veranderten Wanderungsverhalten im Gel fiihren konnen. Zwei diskrete Banden fiir
die 28S und 18S rRNA in einem Intensititsverhéltnis von ca. 2:1 weisen auf eine intakte RNA
hin. Die Banden werden durch den der Probe zugesetzten Interkalator Ethidiumbromid unter
UV-Licht sichtbar gemacht.

Fir die Herstellung eines 1 %igen Gels wurden 0,5 g Agarose (Roth) in 36 ml H,Opgpc und 5
ml 10x MOPS-Puffer (Sigma) aufgenommen. Daraufhin folgte ein Aufkochen in der Mikro-
welle. Nachdem die Losung auf 60 °C abgekiihlt war, gab man ziigig 9 ml Formaldehyd (Flu-
ka) dazu und goss die Mischung anschlieend in eine Plastikgelkammer (Roth). Nach Erstar-
ren wurde das Gel in die Elektrophorese-Kammer (Roth) eingesetzt.

Pro Geltasche wurden 2 pg RNA in 35 pl Gesamtvolumen aufgetragen. Das entsprechende
RNA-Volumen wurde mit HoOpgpc auf 7 pl aufgefiillt. Dann kamen 15 ul Formamid (Fluka),
5 ul Formaldehyd und 3 pl 10x MOPS-Puffer dazu. Es folgte die Denaturierung des Ansatzes
fiir 15 min bei 65 °C im Thermocycler (Biometra, Gottingen), um etwaige Sekundérstrukturen
aufzulosen. Um die Primérstruktur der RNA zu erhalten mussten die Proben danach sofort auf
Eis gestellt werden. Die Zugabe von 2 pul Ethidiumbromid (Roth) in einer Konzentration von
0,05 pg/ml schloss sich an, und nach 2 min Inkubation auf Eis fiigte man 3 pul 10x RNA-
Ladepuffer zu. Die gesamte Probe wurde vorsichtig in die Geltasche pipettiert. Zuvor fiillte
man die Elektrophoresekammer mit 1x MOPS Puffer, bis das Gel bedeckt war. Die Auftren-
nung folgte fiir ca. 90 min bei 60 V. Bei intakter RNA schlieft sich die reverse Transkription
(RT) an.

2.7.3 Reverse Transkription (RT)

Die reverse Transkription wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 pl unter Verwendung
eines Synthesekits von ABGene im Thermocycler durchgefiihrt. Details dazu finden sich in
Tabelle 2.6.
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Tabelle 2.6: Reagenzien fiir den Reaktionsansatz der Reversen Transkription

Reagenz Probenansatz Negativkontrolle | Endkonzentration
RNA 2u 2ul 200ng

Oligo dT 1ul 1ul 500 ng

H2Oberc 9ul ul

Gemisch fiir 5 min auf 70 °C erhitzen, danach sofort auf Eis stellen

5x Puffer 4 ul 4 ul

dNTP Mix 2ul 2ul

Reverse —iT™ RTaseBlend | 1 pl -

DTT 1pl pl

H2Oberc - 1ul

Gemisch fiir 50 min bei 47 °C inkubieren, anschlieend fir 10 min auf 75 °C erhitzen, um die

Reverse —iT™ RTase Blend zu inaktivieren

Um sicherzugehen, dass die Lyse der DNA durch die DNAse wihrend der RNA-Extraktion
vollstindig erfolgt ist, wurde von jeder Probe zunéchst eine Negativkontrolle angesetzt. Die-
ser Ansatz it identisch mit dem Probenansatz, mit der Ausnahme, dass an Stelle des Enzyms
H2Opepc Wasser eingesetzt wird.

Nach dem Transkriptionsprogramm wurde anschlieend zur Kontrolle ein semiquantitativer
PCR-Ansatz mit geeigneten, getesteten Primern (Sigma) angesetzt, bei dem die Negativkon-
trolle als ,,Template” diente, um zu tiberpriifen, ob Amplifikate, die von genomischer DNA
oder anderen Kontaminationen herrithren konnen, wihrend der PCR produziert wurden. Die

Untersuchung erfolgte mittels eines Kontrollgels.

2.7.4 PCR und Agarose-Ethidiumbromid-Gel

Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 pl durchgefiihrt. Details dazu finden sich
in Tabelle 2.7. Jede Negativprobe wurde in der PCR auf eine Teilsequenz von LDH-A getes-
tet. Die PCR begann mit dem Erhitzen des Ansatzes in einem Theromcycler fiir 1 min auf
70 °C, um die Doppelbindung der eventuell vorhandenen DNA-Sequenzen zu lésen. Diese
Phase bezeichnet man als Denaturierung. Bel dem so genannten Annealing, der Anlagerungs-
phase der Primer, wurde die Temperatur fiir 30 s auf 57,5 °C gesenkt (diec Temperatur ist ab-
hangig von den jeweiligen Primern und wird durch deren G/C-Gehalt bestimmt). Die Elonga-
tion, bei der die Tag-Polymerase (Promega, Mannheim) die einzelnen Basen komplementar
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an die Einzelstringe kniipft, erfolgte fiir 60 s bei 72 °C. Diese drei Zyklen wiederholten sich

25 Mal. AnschlieBend wurde das PCR Produkt auf Eis aufbewahrt.

Tabelle 2.7: Reagenzien fiir den Reaktionsansatz fiir die semiquantitative RT-PCR
Reagenz Probenansatz (1 x) | Konzentration
RT-Produkt (Template) | 1 ul
MgCl, 2,5ul 25mM
10x PCR-Puffer 2,5 ul 10x
Taq Polymerase 0,25 ul
dNTPs 0,5 ul 10 mM
sense Primer (Idh-@) 1ul 10 pM
antisense Primer (Idh-a) | 1 ul 10 pM
H.O ad 25 ul

Die verwendeten Primer wurden im Vorfeld ausgetestet und die entstandenen Amplifikate zur
Sequenzierung gegeben, die bestitigte, dass es sich um die gewahlte ldh-a Sequenz handelte.
Primersequenzen in 5’- 3’ Richtung:

acaagcaggtggtgagag

aaggtttattggggattttag

sense Primer:

antisense Primer:

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese tiberpriift. Fiir ein 1,2 %iges Agarose-
Ethidiumbromid-Gel wurden 600 mg Agarose in 50 ml 0,5x TBE-Puffer geldst und in der
Mikrowelle aufgekocht. Wenn die Losung auf ca. 60 °C abgekiihlt ist, gibt man Ethidi-
umbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) hinzu. Das Gel wird in eine Plastikgelkammer ge-
gossen. Nach Erstarren des Gels wurde dieses in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt und
mit 0,5x TBE-Laufpuffer bedeckt. In jede Geltasche wurde 1 pl PCR-Produkt und 5 pl 6x
Ladepuffer pipettiert. Eine separate Tasche belud man mit einem GroBenstandard (Roth). Die
Elektrophorese lief fiir ca. 20 min bei 160 V. Unter UV-Licht konnte anschlielend tiberpriift
werden, ob sich Banden zeigen. It das Ergebnis negativ, kann die reverse Transkription der
eigentlichen Proben beginnen. Da fiir die Transkription Oligo dTs verwendet werden, die
komplementir an die Poly(A)-Sequenz der mRNA binden, wird die im Anschluss gemessene
cDNA Konzentration der mRNA Konzentration gleichgesetzt.
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2.7.5 Konzentrationsbestimmung der cDNA

Die Konzentrationsbestimmung der cDNA erfolgte mit dem Interkaator Pico Green. Pico
Green, das sich zwischen die Basenpaare doppelstrangiger DNA lagert, wird bei einer Wel-
lenlange von 502 nm angeregt und fluoresziert darauthin bei einer Wellenldnge von 523 nm.
Damit der Fluoreszenzintensitit eine entsprechende Konzentration zugeordnet werden kann,
muss man immer eine Standardreihe mitfithren. Es wurden fiinf Standardlésungen definierter
Konzentration aus Kalbsthymus-DNA (Sigma) und 1x TE-Puffer hergestellt. Die cDNA wur-
de ebenfalls mit 1x TE-Puffer 1:75 bzw. 1:100 verdiinnt. Jede Probe wurde auf ein Endvolu-
men von 100 pl gebracht und in eine schwarze Mikrotiterplatte (Nunc) gegeben. Es folgt das
Verdiinnen der Pico Green Stammlosung (Invitrogen, Karlsruhe) mit 1x TE-Puffer auf 1:200.
Zu jeder Probe in der Messplatte wurden ziigig 100 pl Pico Green gegeben. Nach einer Inku-
bationszeit von 5 min kénnen die Proben in einem geeigneten Fluorometer gemessen werden
und die Konzentration anhand der Standardkurve ausgerechnet werden. VVon jeder Probe wur-

de eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt und anschlieBend mit dem Mittelwert gerechnet.

2.7.6 Real Time PCR

Um das Transkriptionsniveau ausgewahlter Enzyme quantitativ zu bestimmen, bedient man
sich der so genannten ,,Echt-Zeit-PCR*, der Real-Time-PCR. Wir haben uns fiir die hochspe-
zifische TagMan®™ Technologie entschieden. Das Funktionsprinzip besteht darin, dass zwi-
schen die beiden Primer eine fluorogene Sonde eingefiigt wird. Die Sonde besteht aus einem
Oligonukleotid, dessen 5’-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-
Derivat) markiert ist, wiahrend das 3’-Ende einen Quencher Farbstoff (Rhodamit-Derivat)
tragt. Wird die Sonde bei einer Wellenlinge von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so wird
die Fluoreszenz des Reporter Farbstoffs wegen des Quenchers durch Fluoreszenz-
Energietransfer (FET) unterdriickt. Wahrend der PCR hybridisiert die Sonde gemeinsam mit
den Primern an den Matrizenstrang. In der Elongationsphase trifft die DNA Tagq Polymerase
auf die Sonde. Die 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der Polymerase schneidet den Reporter Farb-
stoff von der Sonde und durch die so erfolgte raumliche Trennung zum Quencher kann nun
ein Signal aufgezeichnet werden. Das Signal ist strikt sequenzspezifisch, da nicht 100 %ig
bindende Sondenmolekiile verdrangt werden, bevor die Exonukleaseaktivitat der Polymerase
aktiviert wird.

Fir die zu amplifizierenden Gene wurden kommerziell erhéltliche Sonden-Primer-Gemische
(Assays on demand) und fertige TagMan” Mastermixe (Applied Biosystems, Darmstadit)
verwendet. Der so genannte Mastermix enthilt alle Komponenten, die fiir eine PCR erforder-
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lich sind. Fiir jede Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt, sowie eine Negativ-
kontrolle fiir jedes Gen. Das Probenansatzvolumen betrug 25 ul. Fiir die Auswertung bedien-
ten wir uns der relativen Quantifizierung und wihlten die AACt Methode. Als endogene Kon-
trolle (Haushaltsgen) diente das kongtitutiv exprimierte hmbs (Hydroxy-Methyl-Bilane-
Synthase), als Kalibrator eine cDNA aus FaDu-Zellen.

2.7.6.1 Relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung beschreibt die Expressionsinderung des Zielgens relativ zu ei-
nem Kalibrator. Der Kalibrator ist eine Basisprobe fiir vergleichende Ergebnisse und lauft mit
den Zielgenprimern. Die relative Quantifizierung kann auf zweierlei Wegen berechnet wer-
den:

1. Relative Standardkurven-Methode:
Fiir diese Methode muss eine cDNA-Standardkurve definierter Konzentrationen ange-
fertigt werden, anhand der dann die Ausgangskonzentration berechnet werden kann

2. Vergleichende Cr-Methode (AACy):
Diese ist nur moglich, wenn zuvor nachgewiesen wurde, dass Zielgen und endogene
Kontrolle (HMBS) die gleiche Amplifikationseffizienz aufweisen. Dies wurde fiir alle

drei Zielgene ausgetestet und bestatigt.

Wir haben uns fiir die vergleichende Cr-Methode entschieden, da durch den Verzicht auf eine
Standardkurve Pipettierfehler vermieden werden, Probenmaterial gespart wird und mehr Pro-
ben in einem PCR-L auf getestet werden konnen.

2.7.6.2 Validierungsexperiment und vergleichende Cr-Methode (AACy)

Der Test verliuft fiir alle drei Zielgene gleichermalfien:

Zunichst musste von der cDNA fiir die Zielgene, und fiir die der endogenen Kontrolle eine
Verdiinnungsreihe iiber 5-6 Zehnerpotenzen erstellt werden. Fir jede Verdiinnungsstufe der
Proben und fiir den Kalibrator wurden jeweils der mittlere Cr-Wert sowie deren mittlerer
ACt-Wert berechnet. Die Formel fiir Letzteres lautet:

ACt = Cr-Wert Zielgen — Cr-Wert endogene Kontrolle

Um die Effizienzen der Gene zu vergleichen, wird der dekadische Logarithmus der Verdiin-
nungsstufe gegen den Cr-Wert aufgetragen. Die Geradensteigung ist ein Mal fiir die Effi-
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zienz der PCR. Berechnet man fiir jeden Punkt der beiden Geraden den ACt-Wert, so bleibt
dieser kongtant. Dies resultiert aus der Parallelitit der Geraden, bedingt durch die gleich hohe
PCR-Effizienz. Abbildung 2.4a verdeutlicht diesen Zusammenhang. In Abbildung 2.4b er-
kennt man, dass bei unterschiedlicher Steigung und somit unterschiedlicher PCR-Effizienz
der beiden Gene der AC-Wert nicht konstant bleibt und in diesem Fall die vergleichende Cr-
Methode nicht angewendet werden kann.

Compare efficiencies Compare efficiencies
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Abbildung 2.4: Vergleich der PCR Effizienzen zweier Gene. Die vergleichende Cr-Methode
kann angewendet werden, wenn die Geraden beider Gene parallel und die PCR-Effizienz so-
mit gleich hoch ist (Quelle: Handbuch des Basic Real-Time PCR Training Course von Ap-
plied Biosystems).

Im Falle gleich starker PCR-Effizienzen tragt man nun fiir die AACr-Methode den dekadi-
schen Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den errechneten ACr-Wert auf. Die Steigung
der resultierenden Kurve muss zwischen 0,1 und -0,1 liegen, damit diese Methode angewen-
det werden kann. Bei einer Steigung innerhalb dieser Grélenordnung ist gewéhrleistet, dass
die Effizienzen der Ziel- und Haushaltsgenamplifikationen nahezu gleich sind.

Fir den AACt-Wert zieht man nun von dem ACrt-Wert des Zielgens den ACr-Wert des Ka-
librators ab. Dieser Wert wird in die Formel 2T eingesetzt. Man erhilt eine Aussage iiber

das Verhiltnis von der mRNA des Zielgens relativ zum Kalibrator.

2.8 SDS-PAGE und Western Blot: Messen des Proteingehalts

Will man aus einem Gewebehomogenat den Gehalt eines zelluldren Proteins messen und an-
schlielend verschiedene Proben miteinander vergleichen, ist es notwendig die Proben beziig-
lich der Zellzahl anzugleichen, die je nach Probenausgangsmenge sehr unterschiedlich sein
kann. Als Marker fiir Schwankungen in der Zellzahl und zum Normalisieren der Proben wur-
de als Ladekontrolle das Haushaltsgen Tubulin gewihlt, das konstitutiv exprimiert wird. Mit

dem Ziel sowohl beziiglich des Zellanteils als auch unter verschiedenen Gellaufen eine Ver-
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gleichbarkeit unter den Proben zu gewihrleisten, wurde des weiteren bei jedem Gellauf zu-
sitzlich ein Kalibrator, ein Proteinlysat aus FaDu-Zellen eingesetzt.

Wir bedienten uns des Multi-Blot Systems von Odyssey (Li-Cor, Bad Homburg), das es uns
erlaubte, zwel unterschiedliche Proteine gleichzeitig auf einem Blot nachzuweisen. Dabei
werden zwei Primarantikorper (anti-LDH-A und anti-Tubulin), die aus unterschiedlichen Ur-
sprungsorganismen stammen, eingesetzt. Die Sekundirantikorper sollten aus demselben Or-

ganismus stammen, sich aber in ihrem gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff unterscheiden.

Die Probengewinnung aus Gewebebiopsien, sowie die Konzentrationsbestimmungen der Pro-
teinlysate wurden von Dr. Christine Bayer der Miinchner Arbeitsgruppe (Professor Dr. Molls)
durchgefiihrt, die sie auf Trockeneis nach Mainz schickte.

Protokoll aus Miinchen: Die Probengewinnung begann mit dem Zermbdrsern eines gefrorenen

Tumorstiickchens und der Zugabe von 1 ml PBS-T zu dem entstandenen Pulver. Die Suspen-
sion wurde fiir 16 h bei 4 °C im Automaten geschiittelt und anschlieBend bei 10.000 x g fiir
10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei -70 °C
aufbewahrt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit dem BCA™
Protein Assay Kit der Firma PIERCE nach Anleitung des Herstellers.

Durch die Gelelektrophorese werden Proteine ihrer Grolle nach aufgetrennt. Die Proteine
werden durch SDS negativ geladen und wandern so im elektrischen Feld zur Anode. Die Pro-
teine wandern durch ein weitporiges Sammelgel (5 %) und anschlielend durch ein 10 %iges
Trenngel. Tabelle 2.8 gibt Informationen iiber den Gelansatz.

Tabelle 2.8: Zusammensetzung fiir ein SDS-Gel

Reagenz Sammelgel (5 %) | Trenngel (10 %)
A. dest 2,1ml 1,9 mi
Rotiphoresegel 30 0,5ml 1,7ml

1,5M Tris-Cl (pH 8,8) - 1,3ml

1 M Tris-Cl (pH 6,8) 380 pl -

10 % SDS 30 ul 50 ul

10 % Ammoniumpersulfat | 30 ul 50 pul

Temed 3ul 2ul
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Fir die Elektrophorese wurden 2,5 pg Protein in einem Endvolumen von 10 pl inklusive 5 ul
Ladepuffer (Laemmli) zunichst bei 95 °C im Thermocycler denaturiert und anschlieend mit
einer Hamiltonspritze (Hamilton, Martinsried) in die Geltaschen pipettiert. Zum GréB3enver-
gleich wurden 3 pul eines Proteinmarkers (PeqLab, Erlangen) ebenfalls in eine Geltasche ge-
geben. Die Elektrophorese erfolgte mittels des Mini Protean I1™ Systems (Biorad, Miinchen)
in 1x Gellaufpuffer fiir 45 min bei einer Spannung von 200 V und 120 mA.

Beim Western Blot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische aus der Po-
lyacrylamidmatrix iiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld gelost und auf
eine Membran transferiert. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung er-
halten.

Vor dem Transfer wurden das Gel und die PVDF-Membran (Polyvinylidene difluoride mic-
roporous membrane; Millipore, Schwalbach) fiir 15-20 min in Transferpuffer dquilibriert, und
zwel Whatman Filter-Papiere (VWR, Darmstadt) wurden mit Transferpuffer getrankt. Nun
schloss sich das nacheinander folgende Auflegen eines Whatman Filters, der Membran, des
Gels und des zweiten Whatman-Filters luftblasenfrei {ibereinander auf die Anode der Blot-
kammer (Biorad) an. Nach Schlielen der Kammer mit dem Kathodendeckel erfolgte der
Transfer der Proteine und des Markers fiir 20 min bei 15 V und 275 mA.

Nach dem Transfer miissen zunéchst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert wer-
den. Dazu wurde die Membran fiir 1 h in 40 ml eines Blocking Reagenz (Rockland, USA),
nach dessen 1:3-Verdiinnung mit PBS, eingelegt. Daraufhin erfolgte fiir 1 h die Inkubation
der Membran mit den beiden Primdrantikorpern (1:1000 in Blocking Reagenz + PBS-T
(0,1 %) verdiinnt), eingeschweil3t in einer Plastikfolie. Danach musste dic Membran 3x fiir 5
min in 1x PBS-T (1x PBS mit 0,1 % Tween) gewaschen werden, bevor die Inkubation der
Sekundéarantikorper (1:10.000 in Blocking Reagenz + PBS-T + 0.01 % SDS verdiinnt) folgen
konnte. Details zu den Antikdrpern finden sich in Tabelle 2.9. Die Inkubation erfolgte in ei-
nem verschliefbaren lichtundurchlissigen Behélter fiir 30 min auf einem Schiittler (Janke &
Kunkel, Stauffen) in einem Volumen von 40 ml. Da die Sekundérantikorper mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert sind, musste die Inkubation in einem lichtgeschiitzten Behéltnis
ablaufen. Auch die anschlielenden Waschschritte (4x flir 5 min in 1x PBS-T) mussten in die-
sen Behiltern erfolgen. Die Membran kann bis zur Auswertung lichtgeschiitzt bei 4 °C in
PBS aufbewahrt werden.
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Tabelle 2.9: Auflistung aller fiir den Western Blot verwendeten, polyklonalen Antikorper

Firma Herkunft | Gekoppelt mit | Primér/sekundir | Antigen Fragmentgrofie
Abcam Schaf primar LDH M4 34 kDa
Invitrogen | Esdl Alexa 680 sekundér Schaf 1gG

Abcam Kaninchen primar Tubulin ca. 51 kDa
Rockland | Esdl IRDye 800 sekundar Kaninchen 1gG

Fiir die Auswertung dient das Infrarot-Analysesystem von Odyssey (Li-Cor). Durch zwei ver-
schiedene Diodenlaser werden die Fluoreszenzfarbstoffe der Sekundirantikorper getrennt
angeregt. Durch zwei Detektoren kann das jeweilige Fluoreszenzsignal von dem Gerit regist-
riert und gescannt werden. Die beiden unabhingigen Detektionskanéle erlauben die gleichzei-
tige Aufzeichnung zwei verschiedener Proteinbanden auf derselben Membran.

Wird die Membran weiterhin vor Licht geschiitzt, bleiben die Fluoreszenzfarbstoffe bis zu
einem Jahr stabil. Durch die Ladekontrolle Tubulin werden die Proben angeglichen und durch
den Standard miteinander verrechnet. Dazu werden alle Intensitidtswerte zunéchst integriert,
wobei das Hintergrundleuchten abgezogen wird. Dann werden alle Banden-Intensititswerte,
auch die des Kalibrators, durch den jeweiligen Intensitiatswert von Tubulin dividiert und an-

schlielend durch den Wert des Kalibrators. Die Formel lautet demnach folgendermalBen:
cP= ((lef HGp) / (lWT — HGT)) / (lWK — HGK)

wobei: cP: relative Proteinkonzentration, IW: Intensitiatswert, HG: Hintergrund, P: Probe,
K: Kalibrator, T: Tubulin

2.9 Statistik

Fir die statistischen Datenanalysen kamen die Programme Excel (Microsoft Excel 2003,
Microsoft Corporation, USA) und Origin (Origin 7G, Origin Lab Corporation, Northampton,
USA) zum Einsatz. Mit Excel wurden die Daten der deskriptiven Statistik berechnet (Mittel-
wert, Standardabweichung, Median, Minimalwerte und Maximalwerte) sowie der t-Test. In
Origin erfolgten die Regressionsanalysen und die Signifikanztests. Zur Beurteilung moglicher
Korrelationen wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman ermittelt. Ein Korrelations-
koeffizient von tiber 0,7 wurde als Indiz fiir eine Korrelation angesehen, ein p-Wert von unter
0,05 wurde als signifikant betrachtet. Zur Bewertung der intra- und intertumoralen Heteroge-
nitit wurde der relative Variationskoeffizient berechnet, ebenfalls mit dem Softwarepro-
gramm Excel. Alle Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beruhen auf M ehrfachbestimmungen.
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3 Ergebnisse

3.1 Metabolitkonzentrationen

Die Methode der bildgebenden Biolumineszenz ist ein Verfahren zur quantitativen Bestim-
mung von Metaboliten. Als Resultat erhidlt man ein digitales Abbild der Metabolitverteilung
innerhalb eines Gewebeschnitts, wodurch eine direkte Zuordnung der Messwerte zu histologi-
schen Gewebestrukturen ermoglicht wird. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch Bilder zweier
histologischer Schnitte, die zum einen einer Anti-Maus-Farbung und zum anderen einer HE-
Farbung unterzogen worden sind. Die rote Auswertemaske der Anti-Maus-Farbung wird in
einem Bildverarbeitungsprogramm mit der griinen Auswertemaske der HE-Farbung kombi-
niert. Das sich aus der Uberlappung ergebende Areal dient als Maske fiir die Auswertung der
Bilder der Biolumineszenzmessung. In Abbildung 3.2 sind exemplarisch mit Falschfarben
kodierte Biolumineszenzbilder der Metabolite Glukose, ATP und Laktat dargestellt. Der letzt-
lich auszuwertende Gewebebereich ist in Abbildung 3.3 am Beispiel des Laktatschnittes ge-
zeigt. Jeder Farbe kann ein bestimmter Konzentrationsbereich (umol/g) zugeordnet werden,
die Tabelle dazu ist ebenfalls in Abbildung 3.3 gezeigt.

2 mm

Abbildung 3.1: Parallelschnitte des Xenografts SAS0085_4. Die Anti-Maus-Farbung (linkes
Bild) dient der Identifizierung von Mausgewebe, welches braun angefarbt ist. Man erkennt
Tumor (T), Maushaut (H) und Maus-Bindegewebe (B); die beiden letzteren werden von der
nachfolgenden Auswertung ausgeschlossen. Kleinere Bereiche von Mausgewebe innerhalb
des Tumorgewebes konnen vernachlissigt werden. Damit ist es moglich eine Maske um das
Tumorgewebe zu zeichnen (rot). Die H/E-Firbung (rechtes Bild) ldasst Nekrosen (N) erkennen
und erlaubt es eine Maske um das vitale Tumorgewebe zu legen (griin). Die Locher stammen
von einer Biopsiegabel, die vor dem Schneiden in das Gewebe gestochen wurde.
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Glukose ATP

Abbildung 3.2: Den histologisch gefarbten Schnitten direkt angrenzende Parallelschnitte, die
mit der Biolumineszenzmethode fiir Glukose, ATP und Laktat (von links nach rechts) aufge-
arbeitet wurden. Durch Falschfarben werden die jeweiligen Konzentrationsbereiche darge-
stellt.

ATP Laktat Glukose
(umol/g) [ (umol/g) | (umol/g)
|:| 0,0-01[ 00-20 | 00-1,0
. 011-02| 2,1-40 | 1,1-20
B o21-03] 41-60 | 21-30
[ 031-04 61-80 | 31-40
. 041-0,5| 81-10,0 | 4,1-5,0
|:| 0,51-0,6 | 10,1-120 | 51-60
[] os1-08] 12,1-140 | 6,1-80
] 081-09] 141-160 | 81-90
0,91-1,0| 16,1-18,0 | 9,1-10,0
2 mm g >1,1 >18,1 >10,1

Abbildung 3.3: Das durch die Maske bestimmte, auszuwertende Areal des Laktatschnittes.
Nur in diesem Bereich wird die Metabolitkonzentration bestimmt. Mausgewebe sowie non-
vitales Tumorgewebe fillt aus der Auswertung heraus. Die Tabelle zeigt die Zuordnung der
Konzentrationsbereiche zu den Falschfarben fiir den jeweiligen Metaboliten.

Tabelle 3.1 fasst die Ergebnisse der Messungen der Metabolikonzentrationen aller Tumor-
linien zusammen. Die Anordnung der Daten erfolgt nach aufsteigendem Laktatgehalt.

Alle weiteren Abbildungen und Tabellen, in denen die verschiedenen Tumorlinien verglichen
werden, behalten diese Sortierung bei. Es sind Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal-
und Maximalwerte, sowie der Median fiir alle untersuchten Tumorlinien aufgezeigt. Die Lak-
tatkonzentrationen bewegen sich in einem Bereich zwischen 7,2 pmol/g und 25,9 umol/g. Die
Glukosewerte reichen von 1,1 pmol/g bis 3,1 pmol/g. ATP Konzentrationswerte liegen zwi-

schen 0,8 umol/g und 2,5 umol/g.
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Tabelle 3.1: Statistische Daten der Metabolit-Konzentrationen aller untersuchten Xenografts
und von Humanbiopsien einer anderen Studie, n: Anzahl gemessener Tumoren, MW: Mittel-
wert, SD: Standardabweichung, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert, Med: Median

Tumorlinie | n Laktat (nmol/g) Glukose (nmol/g) ATP (umol/g)

MW=SD | Min | Max | Med | MW=SD | Min | Max | Med | n MW=£SD | Min | Max | Med

XF354 12 | 72+15 5,0 101 | 71 15+0,9 04 33 12 11 ] 15+05 0,9 23 14

UT-SCC-14 | 11 | 126+25 | 7,3 154 | 124 | 3,0+14 05 55 31 11 | 20+0,5 13 29 19

UT-SCC-15 | 11 | 146+24 | 119 | 188 | 142 | 25+1,1 11 4,6 25 11| 25+0,3 2,0 3,0 2,6
FaDu 12 | 169+24 | 130 | 209 | 171 | 1,1+0,8 04 2,7 0,8 12 | 1,4+0,7 03 2,6 16
SAS 12 | 17,2+38 | 124 | 264 | 163 | 21+0,9 08 3,8 23 12 | 08+0,3 03 11 18

UT-SCC-45 | 12 | 182+29 | 109 | 21,7 | 188 | 31+ 1,6 14 6,8 2,7 12 | 1,3+0,3 0,7 18 13

UT-SCC-5 13 | 259+3,9 | 181 | 305 | 275 | 1,6+04 11 2,2 16 13 | 1,5+0,5 0,7 2,0 16

klin. Biop. 50 | 9,7+5,0 12 203 | 9,0 1,8+1,0 0,1 3,7 17 50 | 1,1+0,5 0,2 21 1,0

3.1.1 Vergleich zwischen Xenografts und Humanbiopsien

Um die intertumorale Heterogenitit zwischen den einzelnen Tumorlinien aufzuzeigen, wur-

den fiir jeden Metaboliten die Konzentrationswerte als Box & Whisker Plot dargestellt.

Die Zelllinien sind entsprechend ihres Laktatwerts in aufsteigender Reihenfolge aufgefiihrt,

ATP und Glukose sind dieser Reihenfolge angepasst. Die Abbildungen 3.4, 3.5 und 3.6 zei-

gen die Konzentrationen der einzelnen Metabolite fiir jede Tumorlinie. Die Werte klinischer

Biopsien aus vorangegangenen Studien (Schroeder 2002) sind zum Vergleich mit aufgefiihrt.
35-

4 25,9+3,9
30+

] 17,1 £38
254
J 16,9 +2,4
20 - 14,6 £2.4

1 12,6 2,5
15-
173+1,6 [ L
10 1 E
54

] ] ] ] ] ] ] ]
XF354 UT14 UT15 FaDu SAS UT45 UT5 Klin. Biop.
n=11 n=11 n=11 n=12 n=12 n=12 n=13 n=50

97+5,0

Lakatatgehalt (umol/g)

Abbildung 3.4: Laktatkonzentrationen (umol/g) der xenotransplantierten Tumorlinien und
von klinischen HNSCC-Tumorbiopsien. Die Zelllinien sind in aufsteigender Reihenfolge der
Laktatkonzentration sortiert. Die rote Linie setzt am Median der klinischen Biopsien an und
teilt die Tumoren in Hoch- und Niedriglaktattumoren ein (Box: SD, MW, MED; Whisker:
Max, Min; Zahlenwerte: MW= SD).
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XF354 UT14 UT15 FaDu SAS UT45 UTS Klin. Biop.
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Abbildung 3.5: ATP-Konzentrationen (umol/g) der xenotransplantierten Tumorlinien und
von klinischen HNSCC-Tumorbiopsien. Siehe Legende in Abb. 3.4 fiir Details.

3,1+1,6

‘ 1,8+1,0

Glukosegehalt (umol/g)

=l

1 1 1 1 1 1 1 1
XF354 UT14 UT15S FaDu SAS UT45 UTS Kklin. Biop.
n=11 n=11 n=11 n=12 n=12 n=12 n=13 n=50

Abbildung 3.6: Glukosekonzentrationen (umol/g) der xenotransplantierten Tumorlinien und
von klinischen HNSCC-Tumorbiopsien. Siehe Legende in Abb. 3.4 fiir Details.

Der Box & Whisker Plot zeigt, dass die Werte der klinischen Biopsien, bis auf wenige Aus-
nahmen, unterhalb derer der Experimentaltumoren liegen. In vorangegangenen Studien
(Walenta et al. 2000, Brizel et al. 2001) bediente man sich des Medians um Tumoren in Hoch-
und Niedriglaktattumoren zu unterteilen. Vergleicht man den Laktatgehalt der Xenografts mit
dem aus den klinischen Biopsien, wird deutlich, dass fast alle Experimentaltumoren in ihrem
Laktatgehalt deutlich tiber dem Median der klinischen Biopsien liegen. Nimmt man auch hier
diesen Median von ca. 9 umol/g als Grenze an, miisste man alle Xenografts, mit Ausnahme
von XF354, als Hochlaktattumoren einstufen.

Die Heterogenitat der Metabolitverteilungen innerhalb einer Tumorlinie und zwischen den

einzelnen Linien lasst sich durch die Mittelwerte und Standardabweichungen der Tumorlinien
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bestimmen. Zum Vergleich der Variabilitat von Verteilungen dient der von K. PEARSON ein-
gefiihrte Variationkoeffizient V. Hier wurde der relative Variationskoeffizient V, berechnet,
der in Prozent angegeben wird. Tabelle 3.2 gibt diese Werte fiir die sieben Xenograft Linien

und die klinischen Biopsien an.

Tabelle 3.2: Der relative Variationskoeffizient (%) der drei Metabolitkonzentrationen als pro-
zentualer Anteil am Gesamtwert

Tumor Laktat V. (%) | ATP V, (%) | Glukose V, (%)
XF354 6 10 17
UT-SCC-14 6 8 14
UT-SCC-15 5 4 13
FaDu 4 14 21
SAS 6 11 12
UT-SCC-45 5 7 15
UT-SCC-5 4 6 7
klin. Biopsien 7 6 8

Esist zu erkennen, dass innerhalb der Tumorlinien die Heterogenitit fiir Glukose am hochsten
liegt, wihrend Laktat gleichmaBiger verteilt ist. Es fillt allerdings auf, dass die Heterogenitat
der Xenografts insgesamt hoher ist als die der klinischen Biopsien, nur Laktat weist diesbe-
ziiglich in allen Xenografts niedrigere Werte auf. Glukose zeigt nicht nur die hochste Variati-
on innerhalb einer Zelllinie sondern auch grole Schwankungen der Prozentwerte zwischen
den Zelllinien, wihrend Laktat auch hier die geringste Heterogenitit aufweist.

Ein t-Test zeigt, dass die Unterschiede zwischen den hochsten und niedrigsten Metabolitkon-
zentrationen zwischen den Tumorlinien bei allen drei Metaboliten signifikant (p < 0,05) sind.

Ein Indiz fiir die starke Heterogenitét innerhalb des gesamten Probenkollektivs.

3.1.2 Korrelationsanalysen der Metabolitkonzentrationen

Da Laktat im Allgemeinen als Endprodukt der anaeroben Glykolyse gilt, liegt die Vermutung
nahe, dass ein Zusammenhang zwischen Glukose- und Laktatgehalt besteht. Um zu tiberprii-
fen, ob in den untersuchten Tumorlinien eine Korrelation der beiden Metabolite zu finden ist,
wurde der Laktatgehalt als Funktion des Glukosegehaltes der Tumorlinien aufgetragen. Ab-
bildung 3.7 zeigt die Mittelwerte der beiden Metabolite mit den Standardabweichungen fiir

die Tumorlinien.
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Abbildung 3.7: Die mittlere (+ SD) Laktatkonzentration (umol/g) ist als Funktion der mittle-
ren (£ SD) Glukosekonzentration (umol/g) aufgetragen, um einen Zusammenhang zwischen
den beiden Metaboliten Laktat und Glukose zu iiberpriifen. Bei den Tumoren deren Laktatge-
halt tiber 8,99 umol/g (Median der klin. Biopsien, s. Abb. 3.4) liegt, deutet sich eine inverse
Korrelation an.

Im Gegensatz zu mehreren Studien an unterschiedlichen Tumorentitiaten, die eine inverse
Korrelation zwischen Glukose und Laktat erkennen lielen (Walenta et a. 2004), ist hier kein
eindeutiger Zusammenhang zu finden. Es deutet sich lediglich bei den Hochlaktattumoren
eine schwache negative Korrelation an, die allerdings mit p = 0,39 und einem Korrelationsko-
effizienten von R = -0,43 nicht signifikant ist. Korrelationen zwischen Laktat und ATP (p =
0,56; R = -0,26) oder Glukose und ATP (p = 0,53; R = 0,29) bestehen nicht (Daten nicht ge-
zeigt).

3.1.3 Laktatwerte der Versuchstiere, denen nicht Pimonidazol und Hoechst 33342 inji-

ziert wurde

Den Versuchstieren dieser Studie wurden eine Stunde vor Tumorentnahme der Hypoxiemar-
ker Pimonidazol, sowie der Perfusionsmarker Hoechst 33342 injiziert. Von der Tumorlinie
FaDu liegen die Daten der Laktatmessungen fiir drei Tumoren von Tieren vor, denen die bei-
den Marker nicht gespritzt worden sind. Diese Werte unterscheiden sich leicht voneinander.
Abbildung 3.8 verdeutlicht diesen Unterschied, der aber nicht signifikant ist ( p = 0,16).
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Abbildung 3.8: Unterschied im Laktatgehalt (umol/g) der Tumoren mit injizierten Markern
(+ Pund H) und ohne injizierten Markern (- P und H). P: Pimonidazol, H: Hoechst 33342

3.2 Nachweis hypoxischer Gewebeareale

Die Anti-Carboanhydrase | X-Farbung wurde an Gefrierschnitten drei verschiedener Zelllinien
durchgefiihrt. Abbildung 3.9 zeigt beispielhaft eine Farbung mit Ausschnittvergréferung.
Tabelle 3.3 stellt die Daten der CA IX-Farbung vor. Ausgewertet wurde jeweils der prozentu-
ale Flachenanteil positiv gefarbter Zellen an der Gesamtflache (Abbildung 3.10a). Der Gehalt
an CA IX der drei Zelllinien ist erkennbar unterschiedlich. Die héchste Markierungsdichte
findet sich bei UT-SCC-14, die niedrigste bei X F354.

2mm

Abbildung 3.9: 3.9a zeigt einen CA IX-immunmarkierten Gesamtschnitt eines UT-SCC-14
Tumorxenografts. Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayers saurem Hamalaun. CA | X-positive
Strukturen sind braun angeféarbt. MikroskopvergroBerung: 15fach. 3.9b zeigt eine Ausschnitt-
vergroBerung, die die Anreicherung der CA 1X in der Zellemembran veranschaulicht. Mikro-
skopvergroierung: 400fach
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Tabelle 3.3: Mittelwert und Standardabweichung (+ SD) der CA IX-Flachenwerte der drei
untersuchten Zelllinien.

Tumor XF354 | UT-SCC-14 | UT-SCC-15

CAIX (%) (MW £SD) | 65+29 | 57,0+ 10,7 | 31,55,

Laktat (umol/g)
(MW = SD) 6,6+1,4 | 13,1+4,1 13,8+ 3,3

Die ausgewerteten positiven Flachenanteile werden in Abbildung 3.10b mit dem Laktatgehalt
der Zelllinien verglichen. Zwischen beiden Parametern besteht keine offensichtliche Korrela-
tion. In Abbildung 3.10c ist die iiber eine Pimonidazol-Farbung ermittelt hypoxische Fraktion
alsrelativer Anteil an der Gesamtflache (%) der drei Tumorlinien dargestellt. Auch hier un-
terscheiden sich die drei Tumorlinien deutlich voneinander, allerdings weisen hier die XF354-

Tumoren die starkste und die UT-SCC-14 die schwichste Markierung auf.

a b
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Abbildung 3.10: (a) CA IX positiver Flachenanteil (%) drei verschiedener Tumorzelllinien,
(b) CA I1X-Anteil (%) as Funktion von Laktat (umol/g), (¢) Pimonidazol positiver Flachenan-
teil (%) der drei Tumorzelllinien, (d) Vergleich der beiden Hypoxiemarker CA IX (%) und
Pimonidazol (%6).
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In Tabelle 3.4 und in Abbildung 3.11 sind die Mittelwerte der relativen Pimonidazolanteile,
als MaB fiir die pimonidazoldefinierte-hypoxische Fraktion pHF und die der Laktatgehalte der
sieben Tumorzelllinien aufgelistet bzw. gegeneinander aufgetragen. Es lésst sich ein positiver
Trend zwischen beiden Parametern erkennen, insbesondere wenn der nach obiger Definition
als Niedriglaktattumor eingestufte XF354 nicht beriicksichtigt wird (siche Abbildung 3.4).
Mit einem R = 0,94 und einem p < 0,05 ist die entsprechende Korrelation dann auch signifi-

kant.

Tabelle 3.4: Mittelwerte und Standardabweichung (+ SD) der Pimonidazol-Flachenwerte der
sieben untersuchten Zelllinien. pHF. durch Pimonidazol ermittelte hypoxische Fraktion der

Tumorzelllinien
Tumor XF354 UT-SCC-14 UT-SCC-15 FaDu SAS UT-SCC-45 | UT-SCC-5

pHF (%) MW £SD) | 1944+8,17 | 6,19+2,08 | 21,58+10,29 | 11,7+5,41 | 20,95+ 10,69 | 18,09+ 7,35 | 35,18+ 8,0

Laktat (nmol/g)
(MW + SD) 72+15 12,6425 14,6+ 2,4 16,9+ 2,4 17,2438 182+2,9 | 259+39
354
304
254 }
~
% 1
s 20 I
c -
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Abbildung 3.11: pHF (%) als Funktion der Laktatkonzentration (umol/g). Fiir die Hochlak-
tattumoren (Laktatkonzentration > 8,99 umol/g) besteht eine signifikante Korrelation zwi-
schen Hypoxie und Laktatgehalt.
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3.3 Expressionsanalysen mit der Real Time RT-PCR

3.3.1 Validierung der RNA-Extraktion und der Reversen Transkription

Die real time RT-PCR ldsst quantitative Aussagen iiber das Transkriptionsniveau von Genen
zu. Dieses Niveau definiert sich iiber die Menge an jeweils transkribierter mRNA, extrahiert
aus den Tumorproben. Um die RNA vor ubiquitir vorkommenden RNAsen zu schiitzen, ist
steriles Arbeiten unumgénglich. Es ist weiterhin unbedingt zu iiberpriifen, ob die aus den Tu-
morproben extrahierte RNA intakt ist. Dies wird mit einer RNA-Elektrophorese iiberpriift, in
denen die 18S- und 28S-RNA getrennt dargestellt und ihr relativer Gehalt bestimmt werden
kann (Abbildung 3.12). Bei intakter mRNA ergibt sich ein Verhiltnis von 28S- zu 18S-RNA
von 2 : 1. Dieswar bel allen untersuchten Proben der Fall.

- 8 S . 2:SRNA

P “ 18SrRNA

85 Tumornummer

Abbildung 3.12: RNA-Gel von sechs Tumoren der Zelllinie SAS. Das Gel zeigt das typische
Bandenmuster der ribosomalen 28- und 18S-rRNA. Bei intakter RNA steht die Bandenstirke
in einem Verhiltnis von 2:1 zu einander. Dies ist bei allen Tumoren der Fall, wie durch das
hier gezeigte Muster exemplarisch veranschaulicht wird.

Wihrend der RNA-Extraktion wird die DNA durch DNAse zerstort, um ein Mitfiihren geno-
mischer DNA in der PCR zu vermeiden, da dies das Ergebnis verfalschen wiirde. Um zu i-
berpriifen, dass der DNA-Abbau vollstindig erfolgt ist, wurden vor der Reversen Transkripti-
on sogenannte Negativkontrollen aller Proben durchgefiihrt. Abbildung 3.13 zeigt die Ergeb-
nisse der Negativproben der Reversen Transkription (minus-RT) durch semiquantitative PCR.
Die untersuchten Proben zeigen im Vergleich zur Positivkontrolle (cDNA von SiHa-Zellen)
keine Banden. Der durchgefithrte DNA-Abbau war demnach erfolgreich. Das gezeigte Bild ist
reprasentativ flir alle wihrend der Arbeit durchgefiihrten minus-RT Kontrollen.
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Abbildung 3.13: DNA-Gel der Negativproben der Reversen Transkription auf drei cDNA
Proben. Die Positivkontrolle zeigt, dass die PCR erfolgreich verlaufen ist. Da die Negativpro-
ben keine Banden zeigen, ist sichergestellt, dass keine genomische DNA in den Proben vor-
handen war. S. Standard, -RT: minus-RT, +RT: positiv-RT der PCR, bp: Basenpaare

3.3.2 Validierung der AACr-Methode
Die relative Quantifizierung mit der AACt-Methode setzt gleiche PCR-Effizienzen, definiert

iiber den Ct-Wert, aler untersuchten Gene und des Haushaltsgens voraus. Dies wurde mit
einer PCR-Analyse einer cONA-V erdiinnungsreihe iiber vier Verdiinnungsstufen von 1:10 bis
1:10.000 tiberpriift. Der dekadische Logarithmus dieser Verdiinnungsstufen wird gegen den
ACt-Wert des jeweiligen Gens aufgetragen, um zu tiberpriifen, ob die resultierende Steigung
der Graphen zwischen 0,1 und -0,1 liegt. Abbildung 3.14 zeigt, dass dies bei allen drei Genen
der Fall ist; somit ist die Methode valide, und die AACt-Methode konnte fiir alle nachfolgen-
den Messungen und Berechnungen angewendet werden.

—
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14
0 1
0 1 2 3 4 5

log Verdiinnungstufe

Abbildung 3.14: ACT-Werte der Zielgene als Funktion der logarithmisch dargestellten Ver-
diinnung. Die Geradensteigung muss im Bereich zwischen 0,1 und -0,1 liegen, damit die
AACt-Methode as Auswertungsmethode der relativen Quantifizierung verwendet werden
darf. Diesist bei allen drei Genen der Fall. R: Regressionskoeffizient, m: Geradensteigung
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3.3.3 Genexpression der Tumorlinien

Die AACt-Methode lasst eine quantitative Aussage iiber das Transkriptionsniveau der Zielge-
ne zu. Durch den Vergleich mit klinischen Biopsien kann untersucht werden, ob die
Transkriptionshohe der Zielgene in Xenotransplantaten stark von denen in Humanbiopsien
abweicht oder eher gleich ist. Die Ergebnisse werden nachfolgend mit den Metabolitkon-
zentrationen verglichen, um einen Zusammenhang zwischen Transkriptionslevel und Metabo-
litgehalt zu finden. Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der real time RT-
PCR.

Tabelle 3.5: Statistische Daten der relativen Expressionsstirken (bezogen auf den Kalibrator)
der drei untersuchten Gene aller Zelllinien, n: Anzahl gemessener Tumoren, MW: Mittelwert,
SD: Standardabweichung, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert, Med: Median

Tumorlinie n glutl (rel. Konz.) 1dh-a (rel. Konz.) pfk-1 (rel. Konz.)

MW=SD | Min | Max | Med | MD£SD | Min | Max | Med | MW=SD | Min | Max | Med

XF354 10| 1,2+09 04 2,7 0,9 1,4+0,9 0,1 33 11 05+0,5 0,1 15 0,2

UT-SCC-14 11| 12+1.2 04 4,0 0,7 15+0,7 0,2 29 15 04+03 0,1 1,0 0,2

UT-SCC-15 10 | 3,7+2,0 0,3 71 3,7 52+3.2 21 | 103 | 41 28+1,7 0,3 6,6 2,5

FaDu 9 2117 0,9 6,4 17 2,3+0,8 14 3,6 2,2 1,1+£05 0,3 19 12

SAS 11| 0502 0,2 10 0,4 12+04 0,6 17 12 1,1+03 08 17 10

UT-SCC-45 11| 15+05 10 2,2 13 1,0+0,3 0,7 17 0,9 09+0,4 0,3 18 0,9

UT-SCC-5 12 | 08+04 0,2 14 0.8 0,7£0,3 03 12 0,7 0,4+0,1 0,2 0,6 0,5

Klin. Biopsien | 5 13+1,1 05 33 1,0 1,1+0,6 04 17 11 1,4+0,7 0,9 2,6 10

Bei allen durchgefiihrten Messungen zeigte sich kein Signal bei den Proben der Negativ-
kontrolle. Alle Tumorproben zeigten hingegen ein positives Signal, d. h. in jedem Fall wurde
die entsprechende cDNA detektiert. Die Abbildungen 3.15 bis 3.17 zeigen die durch die
AACt-Methode bestimmten relativen Konzentrationen der drei in der real time RT-PCR

nachgewiesenen Gene glutl, pfk-l1 und Idh-a.

¢ glutl (rel.)

44
1
' E:-E| Abbildung 3.15: glut1-Expression (rel. Ein-

heit) der sieben Tumorlinien und von klini-
XF254 UT14 UTIS FaDu SAS UT4S UTS KL Biop. schen Biopsien humaner HNSCC-Tumoren.
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¢ pfk-l (rel.)

0_'1 =

XF354 UT14 UT1S FaDu SAS UT45 UTS Kl Biop.

Abbildung 3.16: pfk-I-Expression (rel. Einheit) der sieben Tumorlinien und von klinischen
Biopsien humaner HNSCC-Tumoren.
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Abbildung 3.17: Idh-a-Expression (rel. Einheit) der sieben Tumorlinien und von klinischen
Biopsien humaner HNSCC-Tumoren.

Die Tumorzelllinie UT-SCC-15 weigt fiir alle drei Gene die hochsten Konzentrationen auf.
Ebenso ist die Variationsbreite innerhalb dieser Linie, erkennbar an der Hohe der Standard-
abweichung, sehr hoch. Dagegen sind die Gehalte der Idh-a und der pfk-1 der anderen Zellli-
nien eher dhnlich. Einzig der mRNA-Gehalt von glutl ist zwischen den Zelllinien deutlich
unterschiedlich, ebenso dessen Variationsbreite innerhalb einzelner Tumorlinien erhoht. Die
Konzentrationen der klinischen Biopsien liegt bei allen drei Genen im Bereich der Xe-
notransplantate, d. h. die Expressionsniveaus sind sehr dhnlich. Eine Koexpression der drei
Gene wurde untersucht, und Abbildung 3.18 zeigt einen statistisch signifikanten Zusammen-

hang zwischen glutl und pfk-l. Andere Korrelationen traten nicht auf.
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Abbildung 3.18: Koexpression der Gene glutl und pfk-l. Es besteht eine signifikante positive
Korrelation zwischen diesen beiden Genen (R = 0,79; p < 0,05).

3.3.5 Korrelationen zwischen den Metabolitkonzentrationen und der Genexpression

Die Metabolitkonzentrationen und die Werte der Genexpressionen der untersuchten Tumorli-
nien wurden einer Korrelationsanalyse unterworfen. Es zeigte sich kein signifikanter Zusam-
menhang. Allerdings dhneln sich die Expressionsmuster aller drei Gene hinsichtlich ihrer Ver-
teilung. Exemplarisch zeigen die Abbildungen 3.19 bis 3.21 die Laktatkonzentrationen als
Funktion der Expressionsstarken der drei untersuchten Gene.
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Abbildung 3.19: Laktat (umol/g) als Funktion der glutl-mRNA (rel. Konzentration).
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Abbildung 3.20: Laktat (umol/g) als Funktion der pfk-I-mRNA (rel. Konzentration)
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Abbildung 3.21: Laktat (umol/g) als Funktion der Idh-amRNA (rel. Konzentration).

3.3.6 Korrelationen zwischen Hypoxie und der Genexpression

Da die Hypoxie oft als Grund fiir die Hochregulierung von Glykolyseenzymen angefiihrt
wird, wurde iiberpriift, ob die drei nachgewiesenen Gene in ihrem Expressionsniveau eine
Abhédngigkeit zur pHF zeigen. Abbildungen 3.22, 3.23 und 3.24 stellen den Zusammenhang
dar. Es zeigt sich kein Einfluss der Hypoxie auf das Genexpressionssniveau. Fir glutl l4sst
sich eher eine negative Korrelation erkennen, die aber mit einem p-Wert von 0,7 nicht signifi-
kant ist.
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Abbildung 3.22: Die glut1-Expression (rel. Konzentration) als Funktion der pHF (%).
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Abbildung 3.23: Die ldh-a-Expression (rel. Konzentration) als Funktion der pHF (%).
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Abbildung 3.24: Die pfk-|-Expression (rel. Konzentration) als Funktion der pHF (%).

3.4 Western Blot

Der Western Blot ldsst eine Aussage tiber den Gehalt bestimmter Proteine zu. Dieser Protein-
gehalt definiert sich tiber die Bandenstarke der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine. In
unserem Fall wird durch fluoreszenzmarkierte Antikorper ein Intensititswert als Mal} angege-
ben. Die Proteine LDH-A und das Haushaltsgen konnten gleichzeitig auf einer Membran
nachgewiesen werden. VVon allen sieben Tumorlinien wurden jeweils fiinf Tumoren auf ihren
LDH-A Proteingehalt untersucht, um eine Korrelation zwischen LDH-A Proteingehalt und
Laktatgehalt bzw. Proteingehalt und ldh-a mRNA-Gehalt festzustellen. Abbildung 3.25 zeigt
das Bandenmuster fiir Tubulin (rot) und LDH-A (griin).

50 kD Tubulin 50 kD Tubulin

34 kD PSRRI T aeSSSe— b ] § BV I KD e o = LDH-A

FaDu UTI5 UT14 XF354 UT5 Kal SAS UT45 Kal.

Abbildung 3.25: Fluoreszenzmarkierte Banden, die den Proteingehalt (%) fiir Tubulin und
LDH-A aller sieben Tumorlinien anzeigen, Kal. = Kalibrator (FaDu-Zelllysat)
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Das Haushaltsgen Tubulin dient gleichzeitig als Ladekontrolle. Man sieht deutlich, dass die
Probenmenge in allen Taschen nahezu gleich ist, so dass man die Bandenintensititen der un-
terschiedlichen Tumorlinien direkt miteinander vergleichen kann. Es zeigt sich ebenfalls, dass
sich keine groBen Unterschiede im Proteingehalt zwischen den einzelnen Tumorlinien heraus-
stellen. In Tabelle 3.7 sind alle Western Blot-Ergebnisse, sowie die Laktatwerte und die rel.
Konzentration der |dh-a mRNA aufgelistet.

Tabelle 3.6: Mittelwerte (= SD) fiir den Proteingehalt an LDH-A, den Laktatgehalt (umol/g)
und den Idh-am-RNA Gehalt (rel. Konz.) der sieben Tumorlinien

Tumor XF354 UT-SCC-14 | UT-SCC-15 FaDu SAS UT-SCC-45 | UT-SCC-5
Proteingehalt (MW = SD) 1,3+0,5 1,8+0,7 1,7+0,9 1,2+0,5 1,1+0,3 22+1,9 19+0,9
Laktat (nmol/g) (MW % SD) 72+1,5 12,6+2,5 146+2,4 169+24 | 172+3.8 18,2+£29 259+39
Idh-a (rel. Konz.) MW £SD) | 1,4+0,9 1,5+0,7 52+3.2 23+0,8 1,2+04 1,0+0,3 1,1+0,6

Vergleicht man den Proteingehalt der sieben Tumorlinien mit dem Laktatgehalt so zeigt sich
keine Korrelation. Abbildung 3.26 verdeutlicht dies. Gleiches gilt fiir den Vergleich zwischen
Proteingehalt und ldh-a mRNA-Gehalt. Auch hier findet sich, wie Abbildung 3.27 zeigt, kein

Zusammenhang.
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Abbildung 3.26: Laktat (umol/g) als Funktion des relativen LDH-A Proteingehalts.
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Abbildung 3.27: [dh-a mRNA Gehalt (rel. Konzentration) als Funktion des relativen LDH-A

Proteingehalts.

3.5 Strahlensensitivitat: Die TCDs,

Kernziel der Arbeit waren Untersuchungen zur Frage, ob das metabolische Mikromilieu einen

Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit von Tumoren hat. Die TCDs lédsst eine Aussage iiber

das biologische Strahlenverhalten von Tumoren zu. Tumoren mit hohen Werten gelten als

strahlenresistent, Tumoren mit niedrigen Werten als strahlensensitiv. Wir haben die Werte der

TCDsp mit den Laktatwerten der Biolumineszenz verglichen um einen Zusammenhang zu

finden. Die Tabelle 3.8 gibt Informationen iiber die TCDsg aller untersuchten Tumoren mit

dem dazugehorigen Konfidenzintervall (KI). Abbildung 3.28 zeigt eine Auftragung des L ak-

tats gegen die TCDsp. Ein Vergleich mit Glukose oder ATP ergab keine Korrelation.

Tabelle 3.7: Statistische Daten iiber die TCDsg, MW = Mittelwert, KI = Konfidenzintervall
und den Laktatgehalt (MW =+ SD)

Tumor XF354 UT-SCC-14 | UT-SCC-15 FaDu SAS UT-SCC-45 UT-SCC-5
TCDs, (MW) 474 52,1 78,1 85,2 126,7 4543 117,16
KI [95 %] [40,9;54,6] | [464;583] | [639;1087] | [77.9;956] | [1149;1402] | [38:8;51,38] | [103,8;139,1]
Laktat (umolg) | 7.2%1,5 126+25 146=24 169=24 172+38 182+29 259+39
(MW=SD)
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Abbildung 3.28: Die TCDs, (Gy) als Funktion der Laktatkonzentration (umol/g). Es besteht
ein sigmoider Zusammenhang zwischen Laktat und der Strahlenempfindlichkeit. Die Tumor-
linie UT-SCC-45 stellt aus biologischen Griinden (siche Diskussion) einen Ausreifler dar und
wurde nicht in die Berechnung des Boltzman-Fits miteinbezogen, wurde aber der Vollstan-
digkeit halber mit in das Diagramm aufgenommen

Es besteht ein sigmoider Zusammenhang zwischen dem Laktatgehalt und der Strahlenresis-
tenz von Tumoren. Eine Variation des L aktatgehalts um einen Faktor von ca. 3,5 in Tumoren
korreliert mit einer Varaition der TCDso nach fraktionierter Bestrahlung um einen Faktor von
ca 2,5.
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4 Diskussion der Methoden

4.1 Tiermodelle in der Onkologie

Man unterscheidet in der tierexperimentellen Tumorforschung grundsitzlich zwischen
Transplantations- und Mutationsmodellen. In Mutationsmodellen werden Versuchstiere ein-
gesetzt, die entweder durch spontane oder aber hiufiger durch induzierte Mutationen eine
bestimmte Eigenschaft besitzen. In der Onkologie gebriauchlicher als die Mutationsmodelle
sind die Transplantationsmodelle, d. h. dem Versuchstier werden Tumorzellen oder Tumor-
fragmente in unterschiedlicher Weise zugefiihrt. Man unterscheidet wiederum zwischen syn-
genen und xenogenen Modellen. Bei syngenen Modellen werden Zellen der gleichen Tierspe-
zies appliziert, im Xenograft-Modell stammen Zellspender und Zellempféinger aus zwei unter-
schiedlichen Arten. Aus diesem Grund miissen in Xenograft Versuchen immundefiziente Tie-
re eingesetzt werden, um einer AbstoBung der fremden Zellen durch das Immunsystem des
Empfingers vorzubeugen. Der so entstandene Tumor stellt histologisch eine Mischung aus
speziesfremden Tumor- und wirtseigenen Stromazellen dar.

Transplantationsmodelle werden aber nicht nur anhand der verwendeten Spezies unterschie-
den, sondern auch auf Grund des Applikationsortes der Tumorzellen. Ist der Injektionsort
identisch mit dem Originalgewebe aus dem die Zellen sstammen, so spricht man vom orthoto-
pen Modell. Sind Herkunftsgewebe und Zielgewebe verschieden, so bezeichnet man dies als
ektop. Ektope Modelle sind auf Grund ihrer einfachen Durchfiihrung in der priaklinischen On-
kologie weit verbreitet. Die Tumorzellen werden meist subkutan appliziert. Die im vorliegen-
den Projekt verwendeten subkutanen Experimentaltumoren wurden nach standardisierten Ver-
fahren implantiert und charakterisiert. Ebenso unterlag die Haltung der immundefizienten

Tiere internationalen Standards und Normen.

4.2 Tumoren

Die Xenotransplantate wurde in Dresden auf Nacktmiusen geziichtet. Es wurde versichert,
dass die Entnahme mit der anschlieBenden sofortigen Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff
sorgfiltig und zuverlédssig durchgefiihrt wurde. Die spitere ATP-Messung mit der Biolumi-
neszenz zeigte stets ein ausreichend starkes Signal, was als Indiz dafiir angesehen werden
kann, dass die Proben tatsichlich ziigig eingefroren worden sind und die Kiihlkette wihrend
des Versands und der anschlieBenden Aufarbeitung bis zur Messung nicht unterbrochen wur-
de. Tatsichlich kann der ATP-Gehalt einer Probe als sensitives Signal einer unterbrochenen
Kiihlkette gelten, dasich ATP rasch abbauen wiirde. Die Schnitte sollten allerdings auch nicht
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linger als 2 Wochen bei -20 °C aufbewahrt werden, da auch bei diesen Temperaturen Gluko-
se und ATP einen Abbau erfahren. Sollten die Schnitte nicht innerhalb einer Woche ver-
schickt werden oder nach Ankunft nicht direkt gemessen werden kénnen, empfiehlt sich eine
Lagerung bei -80 °C.

4.3 (Immun-) Histologie

Die Schnitte fiir die Histologie wurden unfixiert luftgetrocknet, bei -20 °C eingefroren und in
Schnittkésten auf Trockeneis versandt. Nur der jeweilige Schnitt mit der Nummer 10, der fiir
die Anti HIF-1a-Firbung vorgesehen war, wurde direkt nach dem Schneiden 2 min bei 50 °C
fixiert und anschlieend fiir 10 min in 4 °C kaltem Methanol fixiert. Danach wurde der
Schnitt luftgetrocknet und eingefroren. Allerdings wurden die Schnittkésten phasenweise be-
fullt, so dass wahrend des Einsortierens neuer Schnitte in Dresden, die bereits in dem Kasten
befindlichen Schnitte angetaut sein konnten. Dennoch lieBen sich alle bearbeiteten Schnitte
(Nr. 11 bis 13) nach dem Auftauen und der Fixierung in Aceton problemlos fiarben. Man soll-
te jedoch darauf achten, die Schnitte im gefrorenen Zustand zu bewahren, da sich bei Raum-
temperatur die Antigene fiir die Immunfarbungen abbauen konnen. Dariiber hinaus sollte die
Farbung auch direkt nach Ankunft der Schnitte erfolgen um lidngere Lagerungszeiten zu ver-
meiden.

Die Anti-Maus-Firbung erwies sich anfangs als gut geeignete Strukturfirbung. Zwar wurden
Nekrosen unspezifisch gefarbt, dennoch war es stets moglich Mausgewebe von Tumorgewebe
zu unterscheiden. Allerdings zeigte sich, dass diese Farbung je nach Tumorlinie ganz unter-
schiedlich ausfallen konnte. Da im Verlauf der Arbeit ganze Tumorlinien groB3flichige unspe-
zifische Anfarbungen zeigten, sollte eine andere Farbung angewendet werden. Im Vorfeld
wurde die Masson-Goldner-Firbung als Strukturfarbung in Betracht gezogen, jedoch fiel die
Entscheidung auf Grund der zeit- und arbeitsintensiven Durchfiihrung gegen dieses Verfah-
ren. Diese Farbung eignet sich aber auch dazu, Bindegewebe zu identifizieren, und konnte als
Alternative zu der Anti-Maus-Farbung dienen.

Die Anti-Carboanhydrase I X-Féarbung fiel ebenfalls je nach Tumorlinie unterschiedlich aus.
Wihrend bei manchen Linien ein starkes positives Signal auftrat, fiel die Farbung bei anderen
Tumorlinien schwach aus oder es wurden ebenfalls grofflichige Areale unspezifisch ange-
farbt. Herr Dr. Mayer iibernahm einen Teil der Auswertung der gefdarbten Schnitte. Dafiir
wurden die Masken, die fiir die Biolumineszenzauswertung angefertigt wurden, tiber die ge-
farbten Schnitte gelegt, um flir den spéteren Vergleich mit den Metabolitbildern identische

Areale auswerten zu konnen. Da die Schnitte abfotografiert wurden und anschliefend verklei-
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nert werden mussten, um die Maske anzupassen, verschlechterte sich die Bildauflosung in
einem Malle, dass eine Auswertung von positiv gefarbten Einzelzellen erschwert wurde. Es
war dennoch moglich, mit der Software OPTIMAS verwertbare Ergebnisse zu erzielen, so
dass man prozentuale Flichenwerte an CA IX positiv gefiarbten Arealen im Vergleich zur
Gesamtflache angeben konnte. Es bietet sich an, insbesondere was den Vergleich mit der Pi-
monidazolfarbung aus Dresden angeht, Pixel zu Pixel-Korrelationen durchzufiihren um ge-
nauere Uberlagerungen anfertigen zu konnen, die eine Aussage iiber eine Koexpression der
beiden Hypoxiemarker zulassen.

Fir die HIF-1a-Farbung konnte noch kein geeignetes Protokoll ausgearbeitet werden. Auf
Grund der schnellen Abbaurate von HIF-1a unter Normoxie, war es schwierig eine Fixie-
rungsmethode zu finden, bei der HIF-1a erhalten bleibt. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die
Hitzebehandlung der Schnitte sich unvorteilhaft ausgewirkt hatte. Es wurde vermutet, dass
HIF-1a durch die Hitze zerstort wurde.

4.4 Bildgebende Biolumineszenz

Die Methode der bildgebenden Biolumineszenz, die in unserer Arbeitsgruppe entwickelt wor-
den ist, wurde bereits in zahlreichen Veréffentlichungen beschrieben und validiert. Bei der
Auswertung konnte man groite Genauigkeit garantieren, da es sich um Experimentaltumoren
handelte, bei denen der Ausschluss von Normalgewebe dem Ausschluss von Mausgewebe
gleich kommt, der durch die Anti-Maus-Farbung moéglich wurde. Die in die Biopsie gesto-
chenen Locher bewihrten sich sehr als Orientierungshilfe bei der Uberlagerung der Einzelbil-

der, zusitzlich war auch die Kontur der Maushaut eine grof3e Hilfe.

4.4.1 Kalibrierung

Die Kalibrierung tiber eine Standardkurve funktionierte bei ATP und Glukose einwandfrei.
Bei Laktat allerdings ergab sich das Problem der Ubersittigung. Die Kalibrierungskurve fiir
Laktat geht ab einer Konzentration von ca. 20 pmol/g in eine Plateauphase iiber, so dass Un-
terschiede zwischen 20 pmol/g und dem hdchsten Standard von 50 pmol/g nicht mehr detek-
tiert werden konnen. Da es aber bei den Tumoren viele Schnitte gab, die stellenweise hohere
Intensitatswerte aufwiesen, lagen diese oberhalb des durch die verwendeten Standards vorge-
gebenen, giiltigen Messbereichs und konnten somit nicht vollstandig ausgewertet werden.

Dieses Problem wurde in der Endphase dieses Projektteiles und in allen darauf folgenden
Laktatmessungen besonders schwerwiegend, da alle Tumorschnitte ausgehend von der Tu-
morlinie UT-SCC-45 plotzlich abnorm hohe Laktatwerte aufwiesen, die fast alle aullerhalb

der Kalibrierungskurve lagen und auch sonst in keinem Zusammenhang mehr zu den iibrigen
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Ergebnissen standen. Diese hohen Laktatwerte sind zurzeit unerklérlich und es wird intensiv

gepriift, ob methodische Griinde dafiir verantwortlich sind.

4.5 Real-Time RT-PCR

4.5.1 RNA-Extraktion aus Gewebe

Bisher wurde die RNA-Extraktion aus Gewebe tiber 50-80 Gefrierschnitte von 10 um Dicke
durchgefiihrt. Dazu wird die Biopsie im Gefriermikrotom mit Tissue Tek aufgeblockt und die
Schnitte angefertigt. In unserem Fall war dies nicht moglich. Die Tumorstiickchen, die uns fiir
die PCR zur Verfiigung standen, waren so klein, dass sie im Tissue Tek versanken. Dadurch
wurde bei jedem Schnitt auch ein erheblicher Teil des Einbettmediums mitgeschnitten und
zusammen mit dem Tumor in den Lysepuffer tiberfiihrt. Dies erhohte zum einen das Konta-
minationsrisiko und zum anderen haben Tests ergeben, dass das Einbettmedium, welches bei
Raumtemperatur eine zéhflissige Konsistenz hat, auf Grund dessen die Filter der Extraktions-
siulen verstopfen und somit die RNA-Ausbeute um ein Vielfaches verringert wird. Daher
sind wir dazu iibergegangen, den Aufschluss der Zellen durch Mérsern in fliisssigem Stickstoff
durchzufiihren. Dies verringerte die Kontaminationsgefahr, und durch das Zerreiben des Ge-
webes konnte eine bessere Homogenisierung erzielt werden. Eine Aussage iiber den Anteil an
Mausgewebe und iiber weitere histologische Besonderheiten der Biopsie kann fiir das ent-
sprechende Tumorstiick dann nicht mehr gemacht werden, doch dienen die nachfolgenden
Gefrierschnitte derselben Biopsie als Anhaltspunkte zur Beriicksichtigung dieses Verhéltnis-
Ses.

4.5.2 RNA-Formaldehyd-Gel und Reverse Transkription

Das RNA-Formaldehyd-Gel eignete sich sehr gut zur Uberpriifung des Zustandes der RNA.
Doch liefert es natiirlich auch den Beweis dafiir, dass bei der Extraktion ebenfalls ribosomale
RNA gewonnen wurde. Daher fiel eine Entscheidung zugunsten der Reversen Transkription
mit oligo dT-Primern, da diese komplementar an die Poly (A)-Sequenz der mRNA binden
und daher keine ribosomale RNA umschreiben. Somit kann man davon ausgehen, dass die
Konzentration an cDNA der Konzentration an mRNA entspricht und man kann sich bei der
anschlieBenden PCR auf die reine mRNA beziehen anstatt auf die Gesamtzell-RNA. Die
Durchfithrung von Negativkontrollen der Proben fiir die Reverse Transkription ist unumgang-
lich, da bel einer so hochsensitiven Methode wie der PCR selbst kleinste Mengen an genomi-
scher DNA zu einer Verfilschung der Ergebnisse fithren. Tatséchlich ist es ndmlich so, dass
ohne DNA-Lyse hiufig ein Amplifikat in der Negativkontrolle entsteht.
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4.5.3 Verfahren zur RNA-Analyse

Die Quantifizierung von RNA aus geringem Probenmaterial erfordert Verfahren, die nur ge-
ringste Mengen an Ausgangsmaterial bendtigen. Klassische Verfahren wie etwa Northern
Blot bendtigen relativ viel Ausgangsmaterial. Bei cDNA-Microarray-Analysen ist die Menge
zwar geringer, aber diese Methode erfordert einen hohen apparativen und finanziellen Auf-
wand. Die PCR-Technik kann selbst bei geringsten Mengen angewendet werden, und durch
die Reverse Transkription der mRNA in cDNA ist das Risiko des Materialverlustes durch
RNA-Abbau verringert. Durch die RT-PCR ist es moglich den Transkriptionsstatus bestimm-
ter Gene zu untersuchen.

Obwohl die semiquantitative RT-PCR heute zu dem meistverwendeten Verfahren zur mRNA-
Quantifizierung zihlt, haben wir uns fir die vollquantitative real time PCR entschieden, da

diese Methode genauere Aussagen iiber das Transkriptionsniveau einzelner Gene zulésst.

4.5.4 Etablierung der Real Time RT-PCR
Fir die real time RT-PCR-Analysen wurde das ABPrism 7300 von Applied Biosystems (ABI)

verwendet. Die real time PCR ermbglicht einen hohen Probenumsatz, da bei jedem Durch-
gang 96 Proben gleichzeitig getestet werden konnen. Bei jedem Lauf muss man als endogene
Kontrolle ein Haushaltsgen mitfiihren, sowie zusitzlich einen Kalibrator. Die endogene Kon-
trolle muss ein konstitutiv exprimiertes Gen sein, damit man die Ergebnisse der verschiedenen
Tumoren vergleichen kann. Hier diente HMBS als Haushaltsgen. Die am haufigsten verwen-
deten Standards wie GAPDH und B-Aktin haben wir nicht in Betracht gezogen. Von GAPDH
ist bekannt, dass dessen Expression in Tumoren und insbesondere unter Hypoxie schwanken
kann, und B-Aktin ist auf Grund vieler vorhandener Pseudogene und ebenfalls schwankender
Expressionslevel in verschiedenen Gewebetypen ausgeschlossen worden (Bustin 2000, Van-
desompele et al. 2002, Whelan et al. 2003). Die Wahl des Haushaltsgens ist ein sehr wichtiger
Faktor fiir die Auswertung der real time PCR. Das Haushaltsgen dient dazu, die Ergebnisse zu
normalisieren und so auch verschiedene PCR-Léufe miteinender vergleichen zu kdnnen. Dies
ist nur mdglich, wenn man davon ausgehen kann, dass das Haushaltsgen in jedem Lauf gleich
hoch exprimiert wird. Wir haben unterschiedliche Haushaltsgene getestet und festgestellt,
dass HMBS die konstanteste Expression in verschiedenen Zelllinien aufwies. Berechnet man
den relativen Variationskoeffizient iiber die Ct-Werte jeder einzelnen Probe, dann ergeben
sich bei zehn unterschiedlichen Liaufen Werte zwischen 0,4 % und 1,9 %. Zwei der Werte
waren < 1,0 %. Esfiel aber auf, dass die Cr-Werte des Kalibrators, also der einzigen Zellly-
satprobe stets niedriger waren als die Cr-Werte der Gewebeproben. Daher wurde der relative
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Variationskoeffizient der Gewebeproben auch noch einmal separat berechnet und die Werte
lagen hierbei zwischen 0,6 % und 1,9 %, wobei hier aber fiinf von zehn Werten < 1,0 % wa-
ren. Es zeigte sich also, dass die Expression von HMBS insgesamt und insbesondere inner-
halb der Gewebeproben relativ konstant war. Allerdings scheint auch HMBS nach eigenen
Beobachtungen von Hypoxie beeinflusst zu werden, so dass es ratsam ist, in Zukunft, insbe-
sondere bei der Untersuchung von Hypoxieproben ein anderes, geeigneteres Haushaltsgen zu
suchen.

Der Kalibrator ist eine Basisprobe fiir vergleichende Ergebnisse und lduft mit den Ziel-
genprimern. Wir entschieden uns fiir die cDNA der Zelllinie FaDu, da diese in groBerer Men-
ge problemlos hergestellt werden kann, so dass in jedem Lauf dieselbe cDNA verwendet wer-
den konnte. Nachdem zunichst das SYBR® Green-Verfahren mit eigens konstruierten Pri-
mern ausgetestet wurde, entschieden wir uns dennoch fiir das sehr viel spezifischere Tag-
Man®-Verfahren und verwendeten dafiir kommerziell erhiltliche, von ABI vertriebene und
optimierte Primer-Sonden-Gemische, so genannte Assays on Demand. Auch der Master Mix
wurde nicht mehr aus einzelnen Komponenten selbst zusammengesetzt, sondern es wurde
eine fertige Losung verwendet. Auf diese Weise lassen sich Pipettierfehler und Kontaminati-

onsrisiken auf ein Minimum reduzieren.

Es gibt zwei Quantifizierungsstrategien: die absolute und die relative Quantifizierung. Bei der
absoluten Quantifizierung erhdlt man als Ergebnis Kopienzahlen des jeweiligen Gens, zuge-
ordnet anhand von Plasmidstandards. Die relative Quantifizierung beschreibt die Expressi-
onsinderung des Zielgens relativ zu einem Kalibrator. Wir haben uns fiir die relative Quanti-
fizierung entschieden, da die Aussage fiir unsere Fragestellung ausreichend ist. Dariiber hin-
aus erspart man sich die Herstellung von Plasmidstandards, die fiir jedes einzelne Gen separat
in einem S2 Labor hergestellt werden miissten. Die Auswertung iiber die Vergleichende Cr-
Methode (AACr) erlaubt einen groBBeren Probenumsatz, da keine Verdiinnungsreihe fiir eine

Standardkurve notig ist und somit auch keine Pipettierfehler auftreten konnen.

4.6 Western Blot

4.6.1 Proteinextraktion

Bei der Extraktion von Protein aus gefrorenem Biopsiematerial bewihrte sich das mechani-
sche Morsern unter standiger Kiithlung mit fliissigem Stickstoff. Auf Grund von geringem und
wertvollem Ausgangsmaterial wurde das Proteinlysat zwischen den beiden Arbeitsgruppen in

Miinchen und Mainz aufgeteilt. Die Probenmengen waren aber stets ausreichend fiir die vor-
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gesehenen Untersuchungen. Der Versand erfolgte auf Trockeneis und das Probenmaterial traf
stets in einem vollkommen gefrorenen Zustand ein, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass kein zwischenzeitliches Auftauen stattgefunden hat. Nach Ankunft wurden die Proben
bei -80 °C aufbewahrt, da auf Grund verschiedener Anwendungstechniken in Miinchen nicht
alen Proteinlsyaten Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zugefiigt wurden. Da aber auch
bei -80 °C Enzyme eingeschrinkt arbeiten konnen, ist eine Lagerung auf lingeren Zeitraum
nicht zu empfehlen. Leider entféllt bei dieser Methode die Méglichkeit, die Biopsie histolo-
gisch zu charakterisieren, so dass man keine Informationen iiber den Anteil an vitalem Tu-

morgewebe erhalt.

4.6.2 Auswertung mit dem Odyssey-System

Die Verwendung des Odyssey Systems fiir die Auswertung des Western Blots liefert mehrere
Vorteile. Durch den sehr viel hoheren dynamischen Wertebereich ist eine genauere Quantifi-
zierung moglich. Dariiber hinaus ist es moglich eine Multiplex Detektion durchzufiihren, d.h.
dass gleichzeitig zwei unterschiedliche Proteine auf derselben Membran nachgewiesen wer-
den kénnen. Man erspart sich dadurch das so genannte Strippen der Membran, was zusitzli-
che Arbeit erfordern wiirde und ungenauere Ergebnisse liefert. Durch das scannen der Memb-
ran und des Fluoreszenzsignals erspart man sich die Filmentwicklung und die Arbeit in der
Dunkelkammer. Durch die hohe Sensitivitit dieser Methode hat man keinen Verlust von
schwachen Banden und kann mit wesentlich geringeren Probenmengen arbeiten.

Im Vorfeld wurden Etablierungsversuche durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass diese Auswer-
temethode reproduzierbare Ergebnisse liefert. Die Unterschiede, die sich ergeben, wenn man
eine Membran mehrfach auswertet, sind minimal. Fir die endgiiltigen Ergebnisse wurde jede
Membran zweimal ausgewertet. Variationen die sich bei demselben Probenmaterial ergaben,
waren stets auf die Elektrophorese oder den Blot selbst zuriickzufiihren, nicht aber auf die
Auswertung. Es wurden Verdiinnungsreihen angefertigt, bei denen eindeutige Unterschiede
bei Abstufungen von 0,5 pg detektiert werden konnten. Die Intensitdtswerte lagen in einem
Bereich zwischen 1,05 und 676. Das Mitfiihren eines Kalibrators, der immer von derselben
Probe stammite, lasst es zu, jede Probe darauf zu normieren und somit verschiedene Western

Blot Laufe untereinender zu vergleichen.
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Metabolitkonzentrationen

Durch rasches Einfrieren von Geweben erreicht man eine Kryofixation des aktuellen metabo-
lischen Zustands der Zellen. Die Biolumineszenztechnik liefert somit Resultate, die die Meta-
bolitverteilung im Moment der Probenentnahme widerspiegeln. Tabelle 5.1 gibt einen Uber-
blick iiber Messwerte von Metabolitkonzentrationen in dhnlichen Untersuchungen an mensch-

lichen Tumoren.

Tabelle 5.1: Vergleich von Metabolitkonzentrationen aus unterschiedlichen Studien

Studie Tumoentitit ATP (umol/g) Glc (pmol/g) Lak (umol/g)
Herkunft
MW+SD | Min | Max | MW+SD | Min | Max | MW +SD Min | Max
Walenta et al. Cervixkarzinom 09+0,5 0,2 2,2 23+1,1 0,5 4,8 85+34 2,7 15,6
(Cancer Res. 2000) Human
Diss. Schroder 2002 Kopf-Hals-Karz. 1,1+05 0,2 21 1,8+1,0 0,1 3,7 9,7+5,0 1,2 20,3
Human
Walenta et al. (J Cancer | Colonkarzinom 1,1+0,5 0,3 2,2 1,3+0,9 0,1 3,6 70+43 11 18,2
Res Clin Oncol 2003) Human
Eigene Studie (2006) Kopf-Hals-Karz. 16+0,5 04 29 21+0,8 04 6,8 16,1+ 5,7 5,0 30,5
Hum. (Xenotrans.)

Die mittleren Konzentrationswerte aller Metabolite der Xenografts liegen unerwartet hoch.
Die Werte von Humanbiopsien aus anderen Versuchsreihen lagen (bis auf die Glukosedaten
in Zeile 1, Tabelle 5.1) stets wesentlich niedriger. Bezieht man sich auf den Median der Hu-
mangewebstumoren als Grenze zur Untertellung in Hoch- und Niedriglaktattumoren, dann
liegen, bis auf den XF354 Tumor, alle untersuchten Tumoren deutlich im Bereich der Hoch-
laktattumoren. Derzeit ist keine Studie bekannt, in der ein direkter Vergleich zwischen Meta-
bolitkonzentrationen von syngenen und xenogenen Transplantationsmodellen oder zwischen
Xenotransplantaten und Spontantumoren untersucht wurde. Es ist aber bekannt, dass solide
Tumoren eine gesteigerte Glykolyseaktivitit zeigen (Gatenby und Gillies 2004, Walenta et a.
2004) und die Transkriptionsrate glykolytischer Enzyme gesteigert ist (Firth et al. 1994,
Semenza et al. 1994, Firth et al. 1995, Ebert et al. 1995, Ebert et al. 1996, Salceda et al. 1996,
Semenza 1999, Dang und Semenza 1999, Seagroves et al. 2001, Semenza 2002b, Unwin et al.
2003). Ob dies die einzige Erklarung fiir die hohen Laktatwerte ist, ldsst sich nicht eindeutig
beantworten. Nagetiere (rodents) und insbesondere Nacktmiuse weisen hohere Blutglukose-

werte auf als Menschen. Die Blutglukosewerte der tumortragenden Versuchstiere wurden in
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Dresden gemessen, lagen aber mit Mittelwerten von 4,9 mmol/I bis 6,9 mmol/l nicht wesent-
lich hoher als die Werte fiir den Menschen, die bei 3,5 - 5,5 mmol/I liegen. Die starke Lakta-
tanreicherung ist also nicht die Folge eines erhohten Substratangebotes. Der Unterschied zwi-
schen den Laktatwerten der Tumoren die mit Pimonidazol und Hoechst 33342 behandelt wur-
den und den Werten der Tumoren unbehandelter Versuchstiere, ist, wenn auch nicht signifi-
kant, dennoch auffillig. Die Tiere werden durch die Gabe von Pimonidazol und Hoechst
33342 eine Stunde vor der Tumorentnahme einer Stresssituation ausgesetzt. Eine solche
Stresssituation ist bekanntermaflen mit einem erhohten Blutglukosespiegel und einer gestei-
gerten Stoffwechselrate verkniipft. Daher konnte es sein, dass in dieser Zeitspanne vor Pro-
benentnahme die ohnehin erhdhte Glykolyseaktividt noch ansteigt und zu einer starken Ak-
kumulation von Laktat fiihrt. Dies sollte in einer systematischen Studie abgeklart werden.

Glykolytisch aktive Gewebe besitzen ein besonders aktives Laktat-Transportsystem, durch
das plotzlich oder kontinuierlich anfallendes Laktat schnell aus der Zelle transportiert wird. In
solchen Geweben wird hdufig der Transporter Subtyp MCT1 angetroffen, der auch in Tumor-
zellen dominiert (Manning Fox et al. 2000). Uber Expression und Aktivitit dieser Monocar-
boylat-Tranportproteine sind in dieser Studie keine Daten vorhanden. Da in Tumoren aber
eine abnormale Vaskularisierung anzutreffen ist, stellt sich die Frage, ob das viele Laktat
nicht eher die Folge einer Akkumulation durch schlechten Abtransport, als die Folge einer
gesteigerten Produktion ist. Frithere an Humantumoren erhobene Befunde sprechen eher ge-
gen diese Hypothese (Schroeder 2002). In den vernetzten Arbeitsgruppen in Dresden und
Miinchen laufen derzeit Untersuchungen zur Vaskularisationsdichte, die genauere Riick-

schliisse auf die Bedeutung der Mikrozirkulation fiir die Laktatakkumulation zulassen sollten.

5.2 Expression der Hypoxiemarker Carboanhydrase IX und Pimonidazol

Man unterscheidet exogene und endogene Hypoxiemarker. Exogene Marker sind Medika
mente oder Chemikalien, die sich in hypoxischen Zellgebieten spezifisch anreichern. Endoge-
ne Marker sind Gene oder Gen-Produkte, deren Expression unter Hypoxie spezifisch hochre-
guliert wird. Um die mikroregionale Verteilung der Hypoxie darzustellen, konnen sowohl die
exogenen als auch die endogenen Marker immunhistochemisch nachgewiesen werden.
(Bussink et al. 2003). 2-Nitroimidazole, wie Pimonidazol, werden in Zellen mit einem Sauer-
stoffgehalt unter 10 mmHg irreversibel reduziert und ortsfixiert und dienen daher als Hypo-
xiemarker (Yaromina et al. 2005). Unter Hypoxie katalysieren niamlich Nitroreduktasen einen
Elektronentransfer auf den Imidazolring des in die Zelle diffundierten Pimonidazols, so dass
ein Nitro-Radikal-Anion entsteht. Die so reduzierte Form des Pimonidazols geht mit Molekii-
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len die SH-Gruppen tragen, wie Glutathion oder Proteinen, stabile Verbindungen ein. Die so
gebundenen Nitroimidazole sind nicht mehr membrangéingig und verbleiben somit in den Zel-
len (Arteel et al. 1998). CA 1X hingegen wird durch eine erh6hte Transkriptionsrate unter
Hypoxie tiberexprimiert (Bussink et al. 2003, Rafajova et al. 2004, Puccetti et al. 2005, Thiry
et a. 2006).

In der vorliegenden Studie ist der Intensitidtswert der CA IX-Farbung zwischen den Tumorli-
nien unterschiedlich stark ausgeprigt. Es besteht allerdings keine Korrelation zwischen der
Féarbeintensitdt der CA IX und der Laktatkonzentration. Die Hypothese, dass die Laktatpro-
duktion durch Hypoxie erhoht wird, lasst sich somit iiber den Marker CA 1X nicht bestitigen.
CA 11X wird aber durch unterschiedliche nicht hypoxieassoziierte Stimuli beeinflusst. So kann
die hypoxiebeeinflusste Transkription und das entsprechende Proteinniveau auch durch ver-
ringerte Glukose- und Bikarbonatkonzentrationen stimuliert werden (Rafgjova et al. 2004).
Die Halbwertszeit des CA |X-Proteins liegt in reoxygenierten Zellen bei 38 h, unabhingig
davon, wie lange der Hypoxiezustand zuvor andauerte (Rafgjova et al. 2004). Somit spiegelt
CA X nicht nur den aktuellen hypoxischen Zustand der Zellen wider, sondern es werden
auch Regionen angefirbt, die bis zu 38 h vor Tumorentnahme von Hypoxie betroffen oder
anderen ungiinstigen Milieubedingungen ausgesetzt waren. Auch gilt CA 1X nicht als strikt
sauerstoffabhingig (Vordermark und Brown 2003). Als stromabwirts gelegenes Zielgen von
HIF-1 muss die CA IX-Expression nicht grundsitzlich hypoxieabhingig sein, da HIF-1 sei-
nerseits nicht nur durch Hypoxie aktiviert wird (Semenza 2002b, Dery et al. 2005a, Koukou-
rakis et al. 2006). Zudem wird CA IX auch erst nach einer 4 Stunden andauernden Hypoxie
detektiert (Mayer et al. 2006), so dass sie sich eher als Marker fiir chronische Hypoxie eignet.
Pimonidazol wird nicht von so vielen verschiedenen Signalen beeinflusst wie CA 1X. Arteel
et al. (1998) zeigten, dass die Reduktion von Pimonidazol einzig durch den Sauerstoffgehalt
reguliert wird und der Redoxzustand der Zellen keinen Einfluss auf Pimonidazol hat. Ver-
gleicht man die Daten der Pimonidazolfiarbung mit den Laktatkonzentrationen der Metabolit-
messungen, so wird in diesem Fall die Arbeitshypothese bestétigt. Es zeigt sich, dass die Hy-
poxie Einfluss auf die Laktatproduktion hat, da ein signifikanter Zusammenhang bei den
Hochlaktattumoren zwischen der Laktatkonzentration und dem Pimonidazolgehalt besteht (p
< 0,05). Dies bedeutet, dass die untersuchten Xenograftlinien einen, wenn auch schwachen,
Pasteur-Effekt aufrechterhalten und ihren Energieverbrauch unter Hypoxie durch eine leicht
erhohte Glykolyse decken. Dies gilt fiir sechs der sieben Tumorlinien. Die Tumorlinie XF354
weist namlich die niedrigste Laktatkonzentration auf, besitzt aber die vierthdchste pHF. Unter

Beriicksichtigung dieser Linie ergibt sich keine signifikante Korrelation mehr (p > 0,07). Die-
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se Tatsache und die Daten der CA 1X-Messung zeigen, dass man im Umkehrschluss Laktat
nicht als Hypoxiemarker heranziehen kann, da die Hypoxie nicht immer eine erhéhte Lak-
tatproduktion zur Folge hat. Die Frage, welcher Hypoxiemarker besser geeignet ist, ldsst sich
zu diesem Zeitpunkt auf Grund der vorhandenen Daten nicht klaren.

Der unmittelbare Vergleich von CA 1X und Pimonidazol zeigte keine Ubereinstimmung be-
ziiglich hypoxischer Areale. Es deutete sich, im Gegenteil, eine negative Korrelation an. Die-
se gegensitzlichen Ergebnisse konnen daher rithren, dass es sich um zwei grundsétzlich ver-
schiedene Detektionsmethoden handelt. Pimonidazol wird als exogener Hypoxiemarker ab
einem Schwellenwert von < 10 mmHg katalytisch reduziert, wiahrend CA IX als endogener
Marker hypoxieabhiangigen transkriptionellen und translationellen Prozessen unterworfen ist.
Der Vergleich zwischen CA 1X und Pimonidazol wurde iiber Durchschnittswerte durchge-
fihrt. Eine mikroskopische Kolokalisationsanalyse beider Marker sollte genauere Informatio-
nen liefern. Derartige Kolokalisationenstudien sind allerdings bereits mehrfach durchgefiihrt
worden (Wykoff et al. 2000, Olive et a. 2001, Jankovic et al. 2006) und zeigten eine parallele
Ausprigung beider Hypoxiemarker.

5.3 Genexpression

5.3.1 Regulation der Glykolyse

Zellen benétigen fiir die Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion eine bestimmte Ener-
giemenge, die sie unter physiologischen Bedingungen durch den oxidativen Abbau von Néhr-
stoffen gewinnen. Glukose stellt das wichtigste Substrat fiir die oxidative Energiegewinnung
dar und ist der Ausgangspunkt mehrerer Stoffwechselwege. Durch die Glykolyse wird iiber
eine Serie enzymatischer Prozesse ein Molekiil Glukose in zwei Molekiile Pyruvat umgewan-
delt, mit einem Nettogewinn von zwei Molekiilen ATP. Unter anacroben Bedingungen wird
Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat katalysiert. Der Glukosestoffwech-
sel kann auf molekularer Ebene durch Glukosetransportproteine reguliert werden. Diese Glu-
kosetransporter ermoglichen die erleichterte Diffusion der Glukose durch die Plasma-
membran; sie werden gewebs- bzw. zellspezifisch exprimiert und zum Teil durch externe
Stimuli reguliert. GLUT1 findet sich in nahezu allen Saugerzellen und dient der basalen Glu-
koseversorgung vieler Gewebe. Er besitzt die hochste Affinitit fiir Glukose und regelt vor
allem die Glukoseaufnahme in Erythrozyten und iiber die Blut-Hirn-Schranke.

Hormone regulieren die Biosynthese von Schliisselenzymen der Glykolyse. Dabei wird nicht
nur die Menge des betreffenden Enzyms in der Zelle vermehrt oder vermindert, sondern auch

die maximal mogliche Umsatzgeschwindigkeit der Glykolyse. Hexokinase (HK), die
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Phosphofruktokinase (PFK) als Geschwindigkeit bestimmendes Enzym und die Pyruvatkinase
(PK) nehmen dabei zentrale Funktionen ein. Der Aufbau der Promotorstrukturen, an die all-
gemeine aber auch ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren binden kénnen, dieser Schliis-
selenzyme ist sehr komplex. Die Transkriptionsrate des entsprechenden Gens ergibt sich da
mit aus dem komplexen Zusammenspiel der einzelnen, den Promotor aktivierenden bzw. in-
hibierenden Faktoren. Zu diesen Faktoren zihlen vor allem Insulin und cAMP, wobei Insulin
als Stimuli fiir die Expression der Glykolyseenzyme dient und cAMP als Antagonist des Insu-
lins fungiert. Somit ergibt sich ein Bild, das auf eine koordinierte transkriptionelle Regulation
der Glykolyse schliefien lasst.

Dariiber hinaus werden die Schliisselenzyme durch allosterische Liganden reguliert. Die PFK
wird durch ATP und Citrat gehemmt, wiahrend AMP, ADP und Fruktose-6-phosphat, sowie
Fruktose-2,6-bisphosphat  Aktivatoren sind. Die Pyruvatkinase wird durch Fruktose-1,6-
bisphosphat alosterisch aktiviert, durch ATP hingegen gehemmt. Die HK wird zudem durch
ihr Produkt Glukose-6-phosphat gehemmt.

5.3.2 Pathophysiologie des Tumorstoffwechsels

Wenn die oxidative Phosphorylierung beeintrachtigt ist, sind Zellen in der Lage alternative
Stoffwechselwege derart anzupassen, dass der Energiebedarf gedeckt wird (Xu et al. 2005b).
Die Erhohung der Glykolyseaktivitdt ist eine solche Anpassung. Die mitochondriale Zellat-
mungsfunktion kann durch viele Faktoren negativ beeinflusst werden, wobei Mutationen der
mitochondrialen DNA (mtDNA) die Hauptursache eingeschriankter Mitochondrienaktivitét ist
(Penta et al. 2001, Carew und Huang 2002, Pelicano et al. 2006). Da die ATP Gewinnung
iiber die oxidative Phosphorylierung wesentlich effizienter ist als {iber die Glykolyse, ist be-
reits ein geringer Verlust der mitochondrialen Aktivitat durch stark erhohte Glykolyseaktivitat
auszugleichen, um den Energiestatus aufrecht zu erhalten. Die Hypoxie ist ein weiterer wich-
tiger Faktor, der den Stoffwechsel betrifft und die Zelle zusitzlich von der Glykolyse abhan-
gig macht. Zu den Adaptionsprozessen zihlt auch die Hochregulation der Transkriptionsrate
glykolytischer Enzyme sowie des Glukosetransporters GLUT1 durch Onkogene aber vor al-
lem durch den Transkriptionsfaktor HIF-1a (Firth et al. 1994, Semenza et al. 1994, Firth et al.
1995, Ebert et a. 1995, Ebert et a. 1996, Salceda et al. 1996, Dang und Semenza 1999,
Seagroves et al. 2001, Semenza 2002a, Unwin et al. 2003). Firth et al. (1995) fiihrten Arbeiten
an dem murinen LDH-A Promoter aus und zeigten, dass die O,-regulierte Transkription der
Zusammenarbeit dreier unterschiedlicher Doménen des Gens bedarf. Sie betonten die absolute
Notwendigkeit einer HIF-1 Bindungsdoméne. Semenza et al. (1994) postulierten allerdings,
dass es durchaus Signaltransduktionswege geben konnte, die HIF-1-unabhidngig an der Regu-

74



Diskussion der Ergebnisse

lation von Glykolyseenzymen beteiligt sind. Dennoch gelten die Glykolyseenzyme und auch
GLUT1 als durch Hypoxie induzierbare Gene. AuBerdem beobachteten Seagroves et al.
(2001), dass ein Verlust von HIF-1a die erhohte Laktatproduktion wiahrend der Hypoxie auf-
hebt. Auf transkriptioneller Ebene werden die Enzyme der Glykolyse somit stark reguliert und
dies vermutlich iiber mehrere Wege, die aber alle eine Hochregulation bewirken. Betroffen
sind vor allem die LDH-A, die PFK-L, die PGK1 (Phosphoglycerat Kinasel), die Trio-
sephosphat-1somerase, die Aldolase-A und —C, die Enolase, die Hexokinase und der Glukose-
transporter GLUT1 (Dang und Semenza 1999). Die erhohte Glykolyse fiihrt zu einer Akku-
mulation von Laktat, womit eine erhdhte Agressivitat und ein erhohter Metastasierungsgrad

von Tumoren einhergeht, was in einer schlechten Prognose resultiert (Walenta et al. 2000).

5.3.3 Expression der Laktatdehydrogenase A (Idh-a)

Da Laktat ausschlieBlich tiber LDH gebildet wird, wurde die Hypothese iiberpriift, ob eine
positive Korrelation zwischen der ldh-a mRNA Expression und dem Laktatgehalt bestent Die
Idh-a Expression auf mRNA-Ebene zeigte aber keinen Zusammenhang mit der Laktatkon-
zentration. Ob das Expressionsniveau generell gegeniiber nicht-transformierten Zellen erhoht
ist wurde nicht untersucht, da keine entsprechenden Normalgewebe zur Verfiigung standen.
Esist ohnehin schwierig fiir Kopf-Hals- Tumoren geeignetes Normalgewebe fiir vergleichende
Studien zu finden. Das Expressionsniveau fiir Idh-a ist bei fiinf von sieben Tumoren hoher als
fiir die anderen beiden untersuchten Gene glutl und pfk-1. Der hypoxische Status der Tumo-
ren dieser Arbeit konnte bisher noch nicht vollstindig definiert werden. Umfangreiche Daten
liegen bisher nur fiir die durch Pimonidazolfirbung gemessene hypoxische Fraktion vor.
Doch diese Daten stehen genauso wenig wie der Laktatgehalt in Zusammenhang mit dem
Idh-a mRNA Gehalt. Die Hypoxie selbst ist aber auch nicht alleine ausschlaggebend fiir die
Aktivierung der Transkription des Idh-Gens (Leo et a. 2004). Der Transkriptionsfaktor HIF
wird nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch mehrere andere Stimuli aktiviert (Semenza
2002b, Dery et al. 2005b, Koukourakis et al. 2006), und die Laktatproduktion findet in den
vorliegenden Tumoren auch unter Normoxie statt. Dariiber hinaus wird die 1dh-a Genexpres-
sion auch vom c-Myc-Onkogen aktiviert (Papas et al. 1999, Lewis et al. 2000, Semenza et al.
2001). c-Myc wurde bereits in mehreren Tumorarten mit der Idh-a Induktion und einem dar-
auf folgendem Laktatanstieg in Verbindung gebracht (Shim et al. 1997). Es muss also keine
Korrelation zwischen Hypoxie und Idh-a Genexpression bestehen. Die Hypothese, dass ein
erhohter Laktatgehalt die Folge einer erhdhten 1dh-a mRNA-Expression ist, konnte nicht bes-
tétigt werden. Somit wird die Laktatproduktion entweder auf Proteinebene reguliert, oder es

sind mehrere Mechanismen gleichzeitig an der Aktivierung und Steigerung der Idh-a Expres-
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sion beteiligt. Denkbar ist aber auch, dass die LDH-B-Untereinheit eine entscheidendere Rolle
bei der Laktatproduktion spielt, als bisher angenommen.

5.3.4 Expression der Phosphofruktokinase L (pfk-1)

Die PFK-1 selbst gilt nicht als in Tumoren vorwiegend iiberexprimiertes Glykolyseenzym,
wohl aber ihre L-Untereinheit (Semenza 2002a). In einigen Tumoren wird PFK-1 allerdings
tiber die Onkogene ras und src hochreguliert (Chesney 2006). Leider gibt es keine Ver-
gleichswerte zu dem Expressionsverhalten in Normalgewebe, aber die Expression der pfk-I
schwankt innerhalb der hier untersuchten Tumoren und auch innerhalb der einzelnen Tumor-
linien (mit Ausnahme der UT-SCC-15 Tumorlinie) nicht so stark wie die der Idh-a oder auch
glutl. Obwonhl die Rolle der PFK in Tumoren unklar ist (Pelicano et a. 2006), wurde vermu-
tet, dass die gesteigerte pfk-1 Expression einen Einfluss auf die Glykolyserate und somit auf
die Laktatproduktion hat. Eine Korrelation zwischen Laktatkonzentration und pfk-I mRNA-
Expression konnte aber nicht gefunden werden. Doch die geringeren Schwankungen der Ex-
pression zwischen den Tumorlinien ldsst vermuten, dass die tumorpathologischen Veridnde-
rungen des Glukosestoffwechsels, die zu einem erhéhten glykolytischen Flux fiihren, nicht an
der Expressionsregulation der PFK ansetzen und die PFK auch in Tumoren als Schrittmacher-
enzym fungiert. Vora e al. (1985) zeigten, dass PFK-Enzyme, die aus den vier L-
Untereinheiten zusammengesetzt sind, die geringste Sensitivitit beziiglich der Inhibition fiir
Zitrat aufweisen, aber die hochste Sensitivitdt beziiglich der Aktivierung durch Fruktose-2,6-
Bisphosphat (F-2,6-BP). Es handelt sich um eine allosterische Aktivierung der PFK-1, die
eine Affinititserhohung fiir das Substrat Fruktose-6-Phosphat zur Folge hat (Chesney 2006).
Die Glykolyserate ist also auch von der zelluldren Fruktose-2,6-Bisphosphat-Konzentration
abhingig, die wiederum von der Aktivitat der PFK-2 abhidngig ist. Die PFK-2 gilt als starker
Aktivator der Glykolyse. Blockiert man die PFK-2, stellt man eine verminderte F-2,6-
Bisphosphat-Konzentration und infolgedessen eine verminderte Glykolyseaktivitiat und ATP-
Konzentration fest (Calvo et al. 2006). Auch in Tumoren ist die PFK1 das Schrittmacheren-
zym der Glykolyse, das aber sekundér tiber die Aktivitdt der PFK-2 reguliert wird. Viele Tu-
moren zeigen eine Uberexpression der PFK-2 (Bando et al. 2005), bedingt durch HIF-1a, On-
kogene und Wachstumsfaktoren (Minchenko et al. 2004, Chesney 2006). Somit wiren die
Unterschiede in der Laktatproduktion und —akkumulation zwischen den hier untersuchten
Zelllinien gegebenenfalls auf Unterschiede in der PFK-2-Expression zuriickzufiihren. Dies

sollte in zukiinftigen Untersuchungen geklart werden.
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5.3.5 Expression des Glukosetransporters 1 (glutl)

Der Glukosetransporter GLUT1, dessen Expression in vielen Tumoren ebenfalls durch HIF-
la und c-Myc Aktivierung erhoht ist (Osthus et al. 2000, Kuo et a. 2006) war nach der Idh-a
am zweithochsten exprimiert und schwankte innerhalb der Tumorlinien am starksten. Die
relative Konzentration von glutl-mRNA steht in keinem Zusammenhang mit dem Laktatge-
halt der Tumoren, so dass die Annahme, der hohe Laktatgehalt sei Folge eines erhohten Glu-
koseimports in die Zelle, nicht bestitigt werden konnte. Diesen Ergebnissen stehen zahlreiche
Befunde der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) entgegen. Diese Methode dient unter
Verwendung von [*®F] markierter Fluorodeoxyglukose (FDG) der Beurteilung des zelluliren
Energiestoffwechsels, da man annimmt, dass die Aufnahmerate der Fluorodeoxyglukose pro-
portional zur zelluldren Stoffwechselaktivitét ist (Rajendran et al. 2004). Diese Methode zeigt
fiir verschiedene Tumorentitdten eine erhdhte Glukoseaufnahme an. Eine Reihe von Arbeiten
allerdings konnte keinen Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT1 und der FDG-
Aufnahme belegen (Tian et a. 2004). Es ist also moglich, dass die glutl-Expression auf
RNA-Ebene zwar gesteigert ist, jedoch nicht grundsitzlich vermehrt Glukose in die Zellen
aufgenommen wird. Dafiir wiirde auch die Tatsache sprechen, dass kein Zusammenhang zwi-
schen der glutl-Expression und dem Glukosegehalt in den Tumorschnitten gefunden wurde.
Dies kann aber auch die Folge von rascher Umwandlung der Glukose in Glukose-6-Phosphat
sein, katalysiert von der Hexokinase, deren Expression in Tumoren ebenfalls hochreguliert ist
und zur hohen Glykolyserate beitragt (Marin-Hernandez et al. 2006). Durch die rasche Um-
wandlung ist trotz erhdhter Aufnahme tiber den Glukosetransporterl die intrazellulare Kon-
zentration eher niedrig, insbesondere verglichen mit Konzentrationen der Blutglukose
(Walenta et al. 2004). Einen Hinweis darauf, dass die Glukose, die in die Zelle aufgenommen
wird, auch tatsichlich abgebaut wird, enthdlt auch der Zusammenhang zwischen der glutl-

und pfk-1-Expression.

5.3.6 Zusammenhang zwischen Hypoxie und Genexpression

Die Hypothese, dass die Hypoxie einen Einfluss auf die Genexpression hat, wie es auch schon
insbesondere im Fall von glut-1, der ja auch als Hypoxiemarker dient, oft nachgewiesen wur-
de (Semenza et al. 1994, Ebert et al. 1995, Ebert e a. 1996, Dang und Semenza 1999,
(Osthus et a. 2000, Kuo et al. 2006), hat sich bei den vorliegenden Untersuchungen nicht
bestitigt. Auch zwischen den Expressionsniveaus von ldh-a und pfk-l konnte keine Korrelati-
on zur Hypoxie bzw. der pHF nachgewiesen werden. Da Die Hypoxie selbst nicht alleine aus-
schlaggebend fiir die Aktivierung der Transkription des Idh-Gens (Leo et a. 2004) ist, kann
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dies auch fiir die Gene glutl und pfk-I gelten. Dieser Befund triagt zur Diskussion bei, ob
GLUT-1 als Hypoxiemarker geeignet ist (Vordermark und Brown 2003, Mayer et a. 2006).
AuBerdem stellt sich hier die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen Transkription und
Translation bzw. Transkription und Enzymaktivitit besteht. Dariiber konnen allerdings an
dieser Stelle keine Angaben gemacht werden, weil Untersuchungen zur Enzymmenge und —
aktivitat beziiglich GLUT-1 und PFK-L nicht durchgefiihrt wurden.

5.4 Western Blot

Tumorzellen kénnen eine erhohte LDH-A-Proteinexpression im Vergleich zu Normalgewebe
zeigen (Vila et al. 2000). Das Expressionsniveau im Western Blot unserer Untersuchungen
zeigte zwischen den einzelnen Tumorlinien weder im Gewebe noch in reinen Zelllysaten gro-
e Unterschiede. Das Expressionsniveau ist nahezu gleich. Es besteht iliberraschenderweise
tiberhaupt kein Zusammenhang zwischen den PCR-Daten und den Western Blot-Daten. Die
Menge der mRNA ist also nicht entscheidend fiir die Proteinmenge. Dies wird besonders bei
der Tumorlinie UT-SCC-5 sehr deutlich, welche die zweithéchste Expression fiir das Protein
LDH-A aufweist, aber die niedrigste mMRNA-Expressionsrate fiir das Gen ldh-a. Die erhohte
Glykolyserate scheint nicht tiber diec Transkriptionsrate der Enzyme geregelt zu sein, da diese
keine Riickschliisse liber den Proteingehalt zulasst.

So existiert auch kein Zusammenhang zwischen der Laktatkonzentration und dem LDH-A-
Proteingehalt. Da der Proteingehalt aber nahezu in allen Tumorzelllinien gleich ist, sich aber
deutliche Unterschiede im Laktatgehalt gezeigt haben, ist auch der reine Proteingehalt kein
regulatorischer Faktor der Glykolyse. Von sieben Zelllinien zeigt nur die Tumorlinie UT-
SCC-5 eine Korrelation zwischen Laktatgehalt und Proteinexpression. Vielmehr scheinen
translationale und posttranslationale Prozesse eine Rolle zu spielen. Die Zusammensetzung
des Isoenzymmusters kann ausschlaggebend sein, da die 1soenzyme unterschiedliche Aktivi-
taten beziiglich der Umwandlung von Pyruvat zu Laktat zeigen (Unwin et al. 2003). Die Gly-
kolyserate wird offensichtlich direkt tiber die Aktivitdt der entsprechenden Enzyme geregelt,
nicht aber iiber deren Menge.

5.5 Der Zusammenhang zwischen Laktatgehalt und Strahlenresistenz von
Xenografts

Ein wichtiges Ergebnis der Studie ist, dass ein hoher Laktatgehalt mit einer erhdhten Strahlen-
resistenz gekoppelt zu sein scheint. Es zeichnet sich ein sigmoider Zusammenhang zwischen
den Parametern Laktat und TCDsp ab. Auch wenn ein Tumor (UT-SCC-45) von sieben op-
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tisch aus der Korrelation herausfillt, ist dieser Zusammenhang immer noch signifikant. Nach
Abschluss und Auswertung der vorliegenden Experimente stellte sich heraus, dass die Tumor-
linie UT-SCC-45 stark immunogen ist und sich somit von allen anderen untersuchten Tumor-
zellen grundsitzlich unterscheidet. So ist beispielsweise denkbar, dass Makrophagen, die auch
in immunsupprimierten Mausen vorhanden sind, in die Tumoren einwandern und deren Lak-
tatgehalt erhohen. Dariiber hinaus stellte sich heraus, dass die Strahlenresistenz immunogener
Tumorlinien geringer ist als die nicht-immunogener Linien. In jedem Fall erscheint es ge-
rechtfertigt, diese Tumorlinie von der Betrachtung einer laktatabhidngigen Strahlenresistenz
auszuschlieen. Vorangegangene Studien haben bereits den Zusammenhang zwischen Lakat-
gehalt und Tumoraggressivitit hinreichend dokumentiert (Brizel et al. 2001, Walenta et al.
2002) und dabei auch die schlechte Prognose fiir Patienten dargelegt, die tiberwiegend einer
Strahlentherapie unterzogen worden waren. Die vorliegende Arbeit belegt zum ersten Mal,
dass die Strahlenresistenz von Tumoren in einem direkten Zusammenhang mit dem Laktatge-
halt stehen kann.

Esist natiirlich sehr wahrscheinlich, dass eine Kombination mehrerer Faktoren die Strahlenre-
sistenz von Tumoren beeinflusst. Daher liegt nahe, dass der Laktatgehalt alleine nicht aus-
reicht, um das strahlenbiologische Verhalten von Tumoren vorherzusagen. So spielt auch
HIF-1 eine wichtige Rolle bei der Regulation der Strahlenempfindlichkeit (Brizel et a. 1997,
Moeller und Dewhirst 2006). Der Einfluss von HIF-1 auf Apoptose, Metabolismus, Prolifera-
tion und Tumorvaskularisierung ist dabei von grofler Bedeutung.

Laktat dient in Tumoren vor allem als Indikator fiir eine hohe glykolytische Aktivitit, insbe-
sondere fiir eine hohe Umsatzrate von Pyruvat. Pyruvat ist als Radikalfanger bekannt und
kann somit der Strahlentherapie entgegenwirken. Obwohl das Pyruvatniveau im Gewebe rela-
tiv niedrig ist (< 1 umol/g; (Krause und Wegener 1996), schlief3t dies nicht eine hohe Umsatz-
rate von Pyruvat aus und den begleitenden Effekt der Neutralisation von freien Radikalen.
Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Arbeitshypothese, dass ein hoher glykolytischer Flux mit
einer hohen Umsatzrate an Metaboliten mit Radikalfangerfunktion, wie Pyruvat, einhergeht,
die den Tumoren eine Radioresistenz verleihen. Auch die, wenn auch geringere, antioxidative

Aktivitdt von Laktat spielt hier eine Rolle, da Laktat in sehr hohen Konzentrationen vorliegt.

Vorausgesetzt, dass diese Daten in Patientenstudien betitigt werden kénnen, hitten die Er-
gebnisse betrachtliche klinische Auswirkung und Relevanz. Es gibt nicht invasive Techniken,
wie die Kombination von Magnet-Resonanz- Spektroskopie und —imaging (MRSI), die es er-
moglichen den Laktatgehalt in Tumoren von Patienten zu quantifizieren (Laprie et al. 2005,
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Raizer et al. 2005). Laktatbestimmungen mit MRSI hat sich bereits als geeignet erwiesen, das
Grading von Hinrntumoren als Prognoseparameter fiir das Uberleben der Patienten zu
bestimmen (Xu et al. 20053). MRSI konnte somit fiir eine der Radiotherapie vorangehende
Patientenselektion dienen mit Laktat als Marker fiir die Radioresistenz bzw. die Dosispla-
nung. Dariiber hinaus kann man vermuten, dass der Einsatz von Glykolyseinhibitoren wie 3-
Brompyruvat (Xu et al. 2005c) nicht nur generell ein viel versprechendes Tumorbekamp-
fungsmittel ist, sondern auch dazu dienen kann, die Tumoren mit hoher Glykolyserate vorii-
bergehend direkt vor Bestrahlung fiir die Radiotherapie zu sensibilisieren.
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5.6 Ausblick

Dieses umfangreiche Projekt ist noch nicht abgeschlossen. Es wird zunichst fiir weitere drei
Jahre fortgefiihrt werden, in denen noch drei weitere Zelllinien in die Untersuchungen mitein-
bezogen werden, die zu einer Komplettierung der bisherigen Befunde fiihren werden. Es wird
sich zeigen, ob sich der bisher gezeigte Zusammenhang zwischen L aktatgehalt, Hypoxie und
Strahlenresistenz mit einem erweiterten Probenkollektiv bestitigen lasst. Es ist sinnvoll zu
tiberpriifen, ob die Stresssituation der Tiere einen Einfluss auf die Gkykolyserate hat, damit
keine verfilschten Aussagen getroffen werden. Ein weiterer in Zukunft zu beachtender Punkt
ist die Tatsache, dass aus Dresden die I nformation kam, dass sich Unterschiede zwischen dem
in vitro und in vivo Verhalten der Zellen zeigen. Bei unseren Untersuchungen konnte in den
Western Blot-Untersuchungen kein Unterschied gefunden werden zwischen der Proteinex-
pression von Biopsien und Zelllysaten. Auch eine Hypoxiebehandlung fiihrte zu keinen signi-
fikanten Unterschieden. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern aber einen eindeutigen Hinweis
darauf, dass ein erhohter glykolytischer Flux, der eine Laktatanhdufung zur Folge hat, Ein-
fluss auf die Strahlenresistenz von Tumoren nimmt. Dies ist eine wertvolle Erkenntnis fiir die
Zukunft der Strahlentherapie, da es so moglich werden kann, Tumoren im Vorfeld einer Ra
diotherapie eindeutiger zu charakterisieren und deren Therapieverhalten gezielter zu beein-
flussen. Fir die Zukunft scheint es sinnvoll zu untersuchen, ob, und wenn ja wie, sich das
metabolische Mikromilieu zu verschiedenen Zeitpunkten einer Strahlenbehandlung verandert.
Sicherlich ist die Frage, warum Tumoren gleicher Stadien und gleicher Pathohistologie derart
unterschiedliche Mengen Laktat anreichern, noch weitgehend ungeklart. Die vorliegenden
Befunde sprechen eher gegen eine transkriptionelle Regulation des glykolytischen Fluxes.
Zukiinftige Untersuchungen sollten sich daher eher auf Mechanismen der Aktivitdtsregulie-

rung konzentrieren, wie z. B. auf das Regulatorsystem der PKF-2.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Stoffwechseluntersuchungen an Experimentaltumoren
von humanen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches mit bekannter Strahlenemp-
findlichkeit durchzufiihren. Die Resultate sollten mit dem Genexpressionsniveau glykolyseas
soziierter Transportproteine und Enzyme, der Proteinexpression von LDH-A, der Hypoxie
und der Strahlenresistenz der Tumoren korreliert werden. Wéhrend die Tumorproben und die
Daten zum biologischen Strahlenverhalten und zur Charakterisierung der Hypoxie aus Dres-
den stammen, wurden alle anderen Untersuchungen in Mainz durchgefiihrt. Ein wichtiges
Merkmal der kooperativen Studie bestand darin, dass erstmals die Strahlenresistenz von Ex-
perimentaltumoren systematisch in einem klinischen Fraktionierungsschema untersucht wur-
de.

Die lokale Bestimmung der Gewebskonzentrationen der Metabolite ATP, Glukose und L aktat
erfolgte mit dem Verfahren der bildgebenden Biolumineszenz. Die Auswertung der Ergebnis-
se mit Unterstiitzung von Bildverarbeitungs-Software wurde weiterentwickelt und in wesent-
lichen Punkten verbessert.

Zur Ermittlung des mRNA-Expressionsniveaus der Glykolyseenzyme PFK-L und LDH-A
sowie des Glukosetransporters GLUT1 diente die real time RT-PCR-Methode. Ein Kernpunkt
des methodischen Teils der vorliegenden Arbeit bildeten die Validierung und Etablierung
dieses Verfahrens. Durch die Anwendung dieser Technik war es moglich, eine relative Quan-
tifizierung des Expressionslevels durchzufiihren.

Die Western Blot-Analyse lieferte Aussagen iiber den Proteingehalt von LDH-A. Dabel kam
ein neues Auswerteverfahren durch Anwendung fluoreszenzmarkierter Antikorper zum Ein-
Ssatz.

Die Ergebnisse zeigten erstmals einen direkten Zusammenhang zwischen dem Laktatgehalt
von Tumoren und deren Strahlenresistenz. Es wurde im Vergleich zu fritheren klinischen Un-
tersuchungen eine Einstufung in Hoch- und Niedriglaktattumoren vorgenommen und eine
signifikante Korrelation innerhalb der Hochlaktattumoren zwischen dem Laktatgehalt und der
tiber Pimonidazol quantifizierten hypoxischen Fraktion festgestellt. Wéihrend die PCR Unter-
schiede in den drei untersuchten Genen auf transkriptioneller Ebene zwischen den sieben un-
tersuchten Tumorlinien erkennen liefl, waren die Western Blot-Ergebnisse nahezu gleich. Da
auch die Western Blot-Analysen keine Ubereinstimmungen mit dem Laktatgehalt zeigten,
kann auch der reine Proteingehalt keine Rolle als aktivititsbestimmende Grofle der Glykolyse
spielen. Vielmehr scheinen Aktivierungs- und podtranslationale Prozesse oder auch eine
Kombination mehrerer Faktoren eine Rolle zu spielen. Letztlich deuten die Befunde darauf
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Zusammenfassung

hin, dass die glykolytische Aktivitit der untersuchten Tumoren nicht iiber Transkription und
Proteinexpression reguliert wird.

Der Zusammenhang zwischen dem L aktatgehalt und der Strahlenresistenz der Tumoren kann
von groBer klinischer Bedeutung sein, da ein klinisch relevantes Fraktionierungsschema bei
der Bestrahlung angewandt wurde. Unsere Ergebnisse bestitigen die Arbeitshypothese, dass
ein hoher glykolytischer Flux mit einer hohen Umsatzrate an Metaboliten mit Radikalfanger-
funktion, wie Pyruvat, einhergeht, die den Tumoren eine Radioresistenz verleihen. Der Lak-
tatgehalt von Biopsien als Marker fiir die Strahlenresistenz kdnnte in Zukunft zu einer der
Radiotherapie vorangehenden Patientenselektion herangezogen werden, um die Therapie- und
insbesondere Dosisplanung in der Onkologie zu unterstiitzen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

AM Anti-Maus

AMP Adenosinmonophosphat
APS Ammoniumpersulfat
Aquadest. dedtilliertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

CA IX Carboanhydrase 1X

CAMP zyklisches AMP

cDNA copy DNA

DEPC Diethyl-Pyrokarbonat
DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft
DNA Desoxyribonukleinsiure
DTT Dithiothreit

FDG Fluorodeoxyglukose

FET Fluoreszenzenergietransfer
FMN Flavin-Mononukleotid

F-2,6-BP Fruktose-2,6-Bisphosphat

GAPDH Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glc Glukose

GLUT1 Glukosetransporter 1

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
G6PDH Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Gy Grey

h Stunde

HMBS Hydroxy-Methyl-Bilane-Synthase
H/E Héamatoxilxin (bzw. Himalaun)/ Eosin
HG Quecksilber

HIF Hypxia Inducible Factor

HK Hexokinase

HPV Humanes Papilloma Virus

kDa kilo Dalton

Lak Laktat

LDH L aktatdehydrogenase

mA mili Ampere

Max Maximalwert

MCT Monocarboxylat-Transportprotein
Med Median

MgCl, Magnesiumchlorid

Min Minimalwert

min Minute

mm Millimeter

MRNA messenger RNA

MRS M agnet-Resonanz-Spektroskopie und —imaging
MtDNA mitochondriale DNA

MW Mittelwert

NAD Nikotin-Adenin-Dinukleotid
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NADP
oD
PAGE
PCR
PET
PFK
PGK
PK
pHF
rHF
RNA
rRNA
RT

SD
SDS
TCDso
Temed

Nikotin-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Optische Dichte
Poly-Acrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Positronen-Emissions-Tomographie
Phosphofruktokinase
Phosphoglyceratkinase

Pyruvatkinase

Pimonidazol definierte Hypoxische Fraktion
radiobiologische Hypoxische Fraktion
Ribonukleinsiure

ribosomale RNA

Reverse Transkription/ Trankriptase
Sekunde

Standardabweichung
Natriumdodecylsilfat

Tumor Contril Dose 50 %

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin
Volt
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8.2 Tabellarische Auflistung der Einzeldaten der Biolumineszenz

Tabelle 8.1: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie XF354: Es sind die Daten fiir ATP,
Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Median,
Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% Perz 90% Minimum Maximum
178 1,2 0,6 1,2 0,5 2,0 0,1 4,3
180 2,3 0,9 2,3 1,1 35 0,1 50
181 1,6 0,9 1,5 0,6 2,8 0,1 50
258 1,2 0,6 1,2 0,5 2,0 0,1 4,6
259 2,2 0,9 2,2 1,0 34 0,1 50
476

477 0,9 0,5 0,8 0,3 15 0,1 3,8
478 14 0,6 14 0,6 2,2 0,1 50
546 2,0 0,8 1,9 0,9 31 0,1 50
715 0,9 0,5 0,8 0,3 15 0,1 3,6
717 1,3 0,6 12 0,5 2,2 0,1 4,8
718 1,8 1,0 1,7 0,6 31 0,1 50
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% Perz 90% Minimum Maximum
178 2,1 14 1,7 0,9 4,0 0,0 12,0
180 0,7 0,7 0,5 0,1 1,6 0,0 8,2
181 0,4 0,3 0,3 0,1 0,8 0,0 6,1
258 1,3 1,2 1,0 0,3 2,7 0,0 9,8
259 0,6 0,5 0,5 0,1 1,2 0,0 57
476 1,0 0,8 0,7 0,2 2,0 0,0 9,9
477 2,6 1,6 2,2 1,0 4,8 0,0 12,0
478 1,0 0,6 0,9 0,5 19 0,0 50
546 0,9 0,6 0,7 0,3 1,8 0,0 6,5
715 3,3 1,7 31 1,3 5,6 0,0 12,0
717 1,5 1,2 11 04 3,2 0,0 10,4
718 2,4 1,6 2,0 0,8 4,6 0,1 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% Perz 90% Minimum Maximum
178 7,5 4,3 6,5 3,0 13,0 0,1 29,3
180 5,6 34 4,8 2,3 9,7 0,1 29,3
181 50 2,8 4.4 2,2 8,3 0,1 29,3
258 7,0 38 6,4 2,8 11,8 0,1 29,3
259 7,8 4,1 7,1 35 12,7 0,1 29,3
476 6,0 3,7 50 2,3 10,9 0,1 29,3
477 9,6 49 8,8 4,2 16,0 0,1 29,3
478 10,1 53 9,3 39 17,0 0,1 29,3
546 8,2 4,1 7,8 35 13,2 0,1 29,3
715 6,4 3,7 57 2,7 10,8 0,1 29,3
717 7,2 4,3 6,3 2,8 12,7 0,1 29,3
718 6,4 4,2 54 2,2 12,0 0,1 29,3
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Tabelle 8.2: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie UT-SCC-14: Es sind die Daten fiir
ATP, Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Me-

dian, Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
131 29 1,1 29 1,4 4,3 0,1 5,0
132 2,6 0,9 2,6 1,4 3,8 0,0 50
133 2,6 1,1 2,6 1,2 4,1 0,0 50
134 2,4 0,9 2,3 1,2 3,7 0,1 50
557 15 0,8 15 0,5 2,7 0,0 50
558 2,2 0,9 2,1 1,2 34 0,0 50
559 19 10 1,7 0,6 3,3 0,0 50
560 1,3 0,7 1,2 0,6 2,2 0,0 50
603 1,3 0,9 1,2 0,2 2,6 0,0 50
604 1,4 0,7 1,4 0,6 2,3 0,0 50
605 2,5 0,9 2,5 1,4 3,7 0,0 5,0
606 19 1,1 1,8 0,5 3,3 0,0 5,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
131 2,8 1,8 2,6 0,5 5,2 0,0 12,0
132 55 2,2 53 2,9 8,4 0,2 12,0
133 2,2 1,4 1,9 0,7 4,0 0,0 12,0
134 3,2 1,9 3,1 0,8 57 0,0 12,0
557 3,1 1,7 2,8 1,2 53 0,1 11,6
558 4,2 2,4 4,0 1,3 74 0,0 12,0
559 2,4 2,0 1,9 0,4 51 0,0 12,0
560 45 2,7 4,3 1,2 8,4 0,2 12,0
603 0,5 0,5 0,4 0,1 1,2 0,0 4,6
604 1,3 1,1 0,9 0,3 29 0,0 7,9
605 2,5 15 2,2 0,8 4,7 0,0 12,0
606 3,2 2,1 2,9 0,7 6,0 0,0 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
131 12,4 59 11,3 58 20,9 1.2 29,9
132 13,6 57 12,8 7,0 22,1 0,0 29,9
133 15,4 7,5 14,8 5,8 26,3 0,0 29,9
134 14,6 6,9 13,6 6,3 24,9 0,0 29,9
557 7,3 4,2 6,3 31 12,6 0,2 29,9
558 12,2 6,7 10,4 51 22,9 0,0 29,9
559 15,2 6,9 14,3 6,8 25,6 0,2 29,9
560 10,6 7,1 91 2,7 21,4 0,2 29,9
603 11,6 7,2 9,3 3,9 23,2 0,0 29,9
604 11,0 7,1 8,9 35 22,2 0,1 29,9
605 3,2 4,1 1,6 0,7 8,3 0,0 29,9
606 15,0 7,4 13,7 6,1 26,0 0,1 29,9
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Tabelle 8.3: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie UT-SCC-15: Es sind die Daten fiir
ATP, Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Me-

dian, Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
95 3,0 1,1 3,1 15 4.4 0,0 5,0
96 2,3 1,1 2,2 0,9 4,0 0,0 50
98 2,8 1,2 2,8 11 4.4 0,0 50
109 2,4 1,0 2,3 1,0 3,7 0,0 50
229 2,4 1,0 2,4 1,2 3,8 0,0 50
230 2,7 1,1 2,7 1,3 4,2 0,0 5,0
232 2,2 1,1 2,2 0,8 3,6 0,0 50
259 2,6 1,1 2,6 10 4,2 0,0 50
262 29 1,3 3,1 0,8 4.4 0,0 50
263 2,6 1,1 2,6 1,1 4,2 0,0 50
264 2,0 1,2 1,9 0,5 3,7 0,0 5,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
95 19 1,1 1,7 0,7 34 0,0 7,5
96 1,3 1,1 1,0 0,3 2,8 0,0 8,3
98 2,8 2,4 2,1 0,5 6,2 0,0 12,0
109 1,1 1,0 0,9 0,2 24 0,0 11,8
229 4,6 24 4,3 1,7 7,8 0,0 12,0
230 3,5 2,7 2,8 0,6 7,8 0,0 12,0
232 3,7 1,9 35 1,4 6,2 0,0 12,0
259 1,7 1,2 1,4 0,5 3,2 0,0 8,4
262 2,5 19 2,0 0,5 51 0,0 12,0
263 1,8 1,2 1,6 0,5 35 0,0 10,3
264 3,0 2,0 2,6 0,7 57 0,0 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
95 15,6 6,6 14,4 7,6 25,8 1,6 29,9
96 18,1 11,1 15,2 7,0 34,4 1,4 56,1
98 14,2 6,6 13,1 6,4 24,2 0,0 29,9
109 11,9 74 9,9 3,8 23,4 0,4 29,9
229 14,2 6,5 13,1 6,5 24,1 0,0 29,9
230 13,4 6,4 12,2 6,0 23,0 0,0 29,9
232 12,6 6,9 11,2 4,6 23,4 0,6 29,9
259 16,8 7,2 16,8 7,1 26,8 0,3 29,9
262 12,3 6,3 10,7 54 22,1 0,0 29,9
263 12,8 5,9 11,6 6,1 21,7 0,7 29,9
264 18,8 10,7 16,2 74 34,1 1,1 56,1
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Tabelle 8.4: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie FaDu: Es sind die Daten fiir ATP,
Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Median,
Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
364 15 1,1 1,3 0,3 3,2 0,0 5,0
372 1,8 1,2 15 0,3 3,6 0,0 50
837 0,3 0,3 0,2 0,0 0,7 0,0 19
843 2,0 1,3 19 0,4 4,0 0,0 50
844 2,6 1,3 2,6 0,8 4.4 0,0 50
845 2,0 1,3 1,8 0,5 3,9 0,0 50
846 19 1,1 1,6 0,6 3,5 0,0 50
871 0,5 0,4 0,4 0,1 10 0,0 2,8
872 1,7 1,2 1,4 0,3 34 0,0 50
873 1,6 1,0 14 0,5 3,1 0,0 50
874 0,5 0,3 04 0,1 0,9 0,0 24
905 0,9 0,5 0,8 0,3 1,5 0,0 4.4
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
364 04 0,4 0,3 0,1 0,9 0,0 7,6
372 0,6 0,7 0,3 0,1 1,4 0,0 7,5
837 04 0,5 0,3 0,1 1,1 0,0 5,6
843 2,7 1,8 2,7 0,5 5,0 0,0 12,0
844 1,3 1,2 1,0 0,2 29 0,0 12,0
845 0,5 0,6 0,2 0,1 1,2 0,0 8,6
846 2,6 2,4 1,8 0,4 6,3 0,0 12,0
871 1,1 1,3 0,5 0,1 2,9 0,0 12,0
872 0,8 1,0 0,5 0,1 1,7 0,0 11,0
873 0,5 0,6 0,3 0,1 1,2 0,0 6,2
874 0,8 0,9 0,4 0,2 2,0 0,0 9,0
905 1,2 1,2 0,8 0,2 3,0 0,0 9,2
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
364 16,3 9,2 13,9 7,6 28,4 0,0 56,1
372 20,4 10,4 18,4 91 35,1 0,0 56,1
837 13,0 9,0 10,9 4,2 24,6 0,0 56,1
843 15,5 8,5 13,5 7,0 26,9 0,4 56,1
844 14,7 8,9 12,9 57 26,1 0,0 56,1
845 15,9 9,9 13,1 6,4 29,6 0,0 56,1
846 13,9 9,3 11,4 52 26,1 0,0 56,1
871 20,9 11,3 18,5 8,3 37,7 0,6 56,1
872 17,8 10,0 15,7 7,1 31,6 0,0 56,1
873 18,2 11,6 15,5 6,0 354 0,0 56,1
874 17,8 9,5 15,6 7,8 31,1 0,6 56,1
905 17,8 9,7 15,8 7,4 30,8 0,0 56,1
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Tabelle 8.5: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie SAS: Es sind die Daten fiir ATP, Glu-
kose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Median, Perz:

Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
74 0,9 0,3 0,9 0,5 1,4 0,0 2,7
85 0,4 0,2 0,4 0,2 0,7 0,0 1,9
86 0,5 0,3 0,4 0,1 1,0 0,0 2,3
87 0,7 0,3 0,7 0,3 1,1 0,0 2,2
249 0,9 0,4 0,8 0,4 1,3 0,0 3,1
830 0,3 0,2 0,3 0,1 0,5 0,0 14
849 1,1 0,4 1,0 0,5 1,6 0,0 3,5
850 1,1 0,4 1,1 0,5 1,6 0,0 3,5
857 0,5 0,3 0,4 0,1 0,8 0,0 19
902 1,1 0,5 11 0,5 1,6 0,0 4,0
909 0,7 0,4 0,7 0,3 1,2 0,0 3,3
910 11 04 1,1 0,6 1,6 0,1 34
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
74 3,8 1,7 3,6 1,9 6,0 0,1 12,0
85 19 1,2 1,7 0,6 35 0,0 10,8
86 15 1,1 1,2 0,3 3,0 0,0 7,4
87 2,3 1,8 1,6 0,7 4,6 0,0 12,0
249 2,7 2,1 2,2 0,6 57 0,0 12,0
830 1,1 0,9 0,8 0,3 2,2 0,0 11,1
849 1,2 1,0 0,9 0,3 2,6 0,0 8,3
850 2,3 1,6 19 0,6 4.4 0,0 12,0
857 2,3 15 19 0,6 4,3 0,0 11,7
902 2,6 1,7 2,2 0,7 49 0,0 12,0
909 0,8 0,7 0,6 0,2 18 0,0 8,9
910 29 1,6 2,7 1,2 51 0,1 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
74 13,7 79 11,5 6,2 23,8 1.2 54,5
85 14,1 7,2 12,8 6,7 23,2 0,2 54,5
86 12,4 7,0 10,6 6,1 20,8 0,2 54,5
87 26,4 9,9 24,4 15,3 41,3 5,7 54,5
249 18,8 9,2 16,8 94 30,9 0,8 54,5
830 16,2 8,3 14,7 7,3 26,7 1,4 54,5
849 18,0 8,5 16,3 9,2 29,1 0,2 54,5
850 16,1 9,3 14,0 6,5 28,6 0,2 54,5
857 18,1 9,2 16,1 8,4 30,3 0,1 54,5
902 16,3 9,3 14,4 6,8 28,6 1,2 54,5
909 20,7 8,7 18,9 11,7 32,3 0,1 54,5
910 14,4 8,4 12,1 6,4 25,5 0,5 54,5
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Tabelle 8.6: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie UT-SCC-45: Es sind die Daten fiir
ATP, Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Me-

dian, Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
6 1,1 0,6 1,0 04 1,8 0,0 3,9
13 1,0 0,5 1,0 0,4 1,8 0,0 34
14 1,2 0,7 11 0,3 2,2 0,0 4.4
15 15 0,6 1,4 0,7 2,3 0,0 4,0
16 1,6 0,7 15 0,7 2,5 0,0 50
37 1,2 0,5 1,2 0,6 19 0,0 34
295 0,7 0,5 0,5 0,2 14 0,0 3,0
299 1,2 0,5 11 0,6 2,0 0,0 4,2
399 1,8 0,7 1,8 0,9 2,8 0,0 50
421 14 0,6 14 0,6 2,2 0,0 3,8
939 1,3 0,5 1,2 0,6 2,0 0,1 3,6
940 1,3 0,6 1,3 0,6 2,1 0,1 3,9
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
6 19 1,4 1,5 0,5 3,7 0,0 12,0
13 2,0 1,7 1,5 0,5 4,0 0,0 12,0
14 1,6 1,1 1,3 0,5 3,1 0,0 9,2
15 6,8 2,7 6,9 3,2 10,6 0,3 12,0
16 41 1,7 3,8 2,3 6,3 0,0 12,0
37 2,1 1,4 1,7 0,8 3,9 0,1 11,9
295 1,4 0,9 1,2 0,6 2,5 0,0 9,5
299 3,9 2,0 3,8 15 6,5 0,1 12,0
399 1,7 1,0 1,4 0,7 3,0 0,0 9,1
421 4,7 2,1 45 2,3 7,6 0,1 12,0
939 3,3 19 3,0 1,2 5,7 0,1 12,0
940 3,5 1,6 3,2 1,8 5,6 0,1 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
6 17,1 9,7 15,0 6,6 30,3 0,7 54,5
13 19,0 10,2 17,1 7,6 33,1 1,6 54,5
14 17,3 94 15,2 74 31,0 1,1 49,1
15 18,6 91 16,4 8,9 31,0 1,4 49,1
16 17,1 9,3 15,0 7,2 30,1 0,2 49,1
37 21,7 10,0 19,7 10,5 35,8 1,5 54,5
295 20,4 9,7 18,5 9,9 33,9 2,1 54,5
299 20,1 8,8 18,0 10,8 33,1 1,4 49,1
399 19,3 10,5 17,5 7,3 34,4 0,1 49,1
421 20,5 10,2 18,6 8,9 35,8 1,8 49,1
939 10,9 8,1 8,5 3,7 21,3 0,0 54,5
940 15,7 9,6 13,6 55 29,2 0,7 49,1
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Tabelle 8.7: Metabolitkonzentrationen der Tumorlinie UT-SCC-5: Es sind die Daten fiir ATP,
Glukose und Laktat aufgelistet, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, Med: Median,
Perz: Perzentile, Min: Minimalwert, Max: Maximalwert

Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
32 19 0,8 1,8 0,9 3,0 0,0 5,0
46 1,9 0,8 1,7 0,9 3,0 0,0 50
60 2,0 0,8 19 1,0 3,0 0,1 50
98 1,6 0,9 15 0,6 2,8 0,0 50
404 1,6 0,8 1,6 0,7 2,7 0,0 50
405 1,3 0,7 1,2 0,5 2,1 0,0 50
406 1,8 10 1,6 0,5 3,2 0,0 50
407 0,7 0,5 0,5 0,2 13 0,0 3,5
633 1,4 0,7 1,3 0,5 2,4 0,0 49
698 1,4 0,6 14 0,6 2,2 0,0 50
699 1,3 0,6 1,3 0,5 2,1 0,0 41
700 19 0,9 1,8 0,8 31 0,0 5,0
701 11 0,5 1,0 0,4 1,7 0,0 4,2
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
32 14 1,3 0,9 0,3 3,2 0,0 12,0
46 2,5 1,9 2,0 0,6 51 0,0 12,0
60 2,6 1,7 2,3 0,7 4,7 0,0 12,0
98 1,1 1,5 0,6 0,2 2,5 0,0 12,0
404 53 3,0 49 1,7 9,6 0,0 12,0
405 2,8 2,2 2,2 0,6 5,8 0,0 12,0
406 2,7 2,2 2,1 0,6 58 0,0 12,0
407 2,2 1,6 2,0 0,4 4,3 0,0 11,0
633 15 1,8 0,8 0,2 39 0,0 12,0
698 2,3 1,7 1,7 0,8 4,8 0,0 12,0
699 1,3 1,1 0,9 0,3 2,8 0,0 11,3
700 3,0 2,2 2,4 0,8 6,3 0,0 12,0
701 25 2,2 1,7 0,5 5,6 0,0 12,0
Tumor Mittelwert | Sd Median Perz 10% | Perz 90% | Minimum | Maximum
32 26,8 10,3 25,5 14,5 41,3 4.9 54,5
46 25,7 11,2 23,8 12,7 42,6 0,1 55,3
60 22,8 10,5 20,4 11,4 38,3 1,7 55,3
98 29,1 11,6 28,0 14,9 46,2 1,8 55,3
404 30,5 11,8 29,5 15,4 47,3 0,1 55,3
405 29,1 11,9 28,4 13,6 46,2 0,4 55,3
406 275 12,6 25,8 12,2 46,2 0,1 55,3
407 18,1 10,2 15,8 7,5 32,8 2,1 55,3
633 28,2 12,0 26,7 13,5 45,3 2,2 55,3
698 27,5 11,8 25,8 13,3 45,2 1,0 55,3
699 20,5 10,5 18,7 8,6 34,8 0,8 54,5
700 29,4 12,0 28,1 14,5 47,2 0,9 55,3
701 21,2 10,3 19,3 9,7 35,8 2,4 54,5
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8.3 Tabellarische Auflistung der real time RT-PCR Ergebnisse

Tabelle 8.8: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie XF354, MW: Mittelwert der CT-Werte,
SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor c¢DNA-Menge CT-Wert CT-Wert CT-Wert MW SD SD* dCT-Wert SD(CT) ddCT-Wert c-Zielgeny
LDH-A XF354178 2000 ng/ml 253 348 2348 2349 0,03 0,001 -7,12 0,04 -1,21 2,31
XF354 181 2000 ng/ml 231 2406 2369 0,53 0,278 -6,05 054 -0,14 1,10
XF354 180 2000 ng/ml 2446 24 24558 0,18 0,032 -5,65 0,20 0,25 0,84
Kalibrator 2000 ng/ml 2L7s 2186 2189 2183 0,08 0,006 -5,91 0,12 0,00 1,00
XF354 258 2000 ng/ml 2472 2476 2489 24,72 0,04 0,001 -6,10 0,21 -0,19 1,14
XF354 259 2000 ng/ml 244 859 863 2855 0,10 0,010 -7,63 0,87 -1,72 331
XF354 476 2000 ng/ml =4 =8 2546 0,46 0,208 -3,95 047 1,9 0,26
Kalibrator 2000 ng/ml 245 2188 2188 21,65 0,22 0,048 -5,91 0,24 0,00 1,00
XF354 477 2000 ng/ml 280 215 2% 2281 0,08 0,006 -6,85 0,15 -0,88 1,84
XF354 478 2000 ng/ml 84 2350 2385 2363 0,21 0,046 -5,91 0,26 0,06 0,96
XF354 546 2000 ng/ml 528 2611 25,70 0,59 0,343 -4,91 0,61 1,06 0,48
Kalibrator 2000 ng/ml 2158 20 218 2169 0,15 0,023 -5,97 0,17 0,00 1,00
XF354 717 2000 ng/ml 2408 2402 2404 0,03 0,001 -5,56 0,04 0,25 0,84
XF354 718 2000 ng/ml 554 26413 26,03 0,14 0,019 -5,59 0,23 0,21 0,86
Kalibrator 2000 ng/ml 2152 277 21,64 0,18 0,034 -5,80 0,22 0,00 1,00
GLUT1 XF354178 2000 ng/ml 589 585 598 2598 0,02 0,000 -4,64 0,03 -1,45 2,73
XF354 181 2000 ng/ml 2636 2658 2647 0,15 0,024 -3,27 0,18 -0,08 1,06
XF354 180 2000 ng/ml o 248 2180 2745 0,16 0,027 -2,78 0,18 0,40 0,76
Kalibrator 2000 ng/ml il 2480 2450 2456 0,05 0,002 -3,19 0,11 0,00 1,00
XF354 258 2000 ng/ml 2880 2884 2864 2869 0,13 0,017 -2,13 0,24 0,97 0,51
XF354 259 2000 ng/ml 3329 292 B82A 33,14 0,20 0,039 -3,05 0,88 0,05 0,97
XF354 476 2000 ng/ml 2950 2832 2941 0,13 0,017 0,00 0,18 3,10 0,12
Kalibrator 2000 ng/ml 2451 2452 287 2446 0,08 0,007 -3,10 0,13 0,00 1,00
XF354 477 2000 ng/ml 2415 =08 06 2495 0,17 0,028 -4,71 0,21 -1,44 2,71
XF354 478 2000 ng/ml 2556 2550 2540 2549 0,08 0,007 -4,05 0,18 -0,78 1,71
XF354 546 2000 ng/ml 28564 2845 2891 2867 0,23 0,052 -1,94 0,29 133 0,40
Kaibrator 2000 ng/ml 2440 2443 2432 2439 0,06 0,003 -3,27 0,10 0,00 1,00
XF354 717 2000 ng/ml 2743 zat 2749 2750 0,07 0,005 -2,10 0,08 107 0,48
XF354 718 2000 ng/ml 2910 2904 2907 0,04 0,002 -2,55 0,19 0,62 0,65
Kdibrator 2000 ng/ml 2432 2423 2429 2428 0,05 0,002 -3,17 0,12 0,00 1,00
PFK-L XF354 178 2000 ng/ml e ki 730 27,226 0,06 0,004 -3,35 0,06 -0,23 1,18
XF354 181 2000 ng/ml ksl 48 27,226 0,31 0,099 -2,48 0,33 0,64 0,64
XF354 180 2000 ng/ml 3031 s041 30,36 0,07 0,005 0,12 0,10 324 0,11
Kalibrator 2000 ng/ml 2457 2460 2410 24,62 0,07 0,005 -3,12 0,12 0,00 1,00
XF354 258 2000 ng/ml 3059 03 3058 3063 0,08 0,007 -0,19 0,22 2,87 0,14
XF354 259 2000 ng/ml 3418 3510 3749 3559 1,70 2,907 -0,60 191 246 0,18
XF354 476 2000 ng/ml 3250 3409 3582 3414 1,66 2,762 4,73 1,67 7,79 0,005
Kalibrator 2000 ng/ml u42 2485 2444 24550 0,13 0,016 -3,06 0,16 0,00 1,00
XF354 477 2000 ng/ml 2554 598 596 2594 0,02 0,000 -3,72 0,13 -0,53 1,45
XF354 478 2000 ng/ml 2680 212 2189 27,20 0,45 0,202 -2,33 0,48 0,85 0,55
XF354 546 2000 ng/ml 3040 8191 3349 3193 155 2,401 132 1,56 4,51 0,04
Kalibrator 2000 ng/ml 445 247 2451 2448 0,03 0,001 -3,18 0,09 0,00 1,00
XF354 717 2000 ng/ml 2998 3006 2999 0,09 0,009 0,39 0,10 347 0,09
XF354 718 2000 ng/ml 281 3088 30,39 0,83 0,686 -1,23 0,85 18 0,28
Kalibrator 2000 ng/ml 243 2430 2442 24,37 0,06 0,004 -3,08 0,13 0,00 1,00
HMBS XF354 178 2000 ng/ml 3080 3082 3061 0,02 0,000
XF354 181 2000 ng/ml 2980 267 29,74 0,09 0,009
XF354 180 2000 ng/ml 3018 3033 3020 30,24 0,08 0,006
Kalibrator 2000 ng/ml g 2. 2181 27,74 0,10 0,010
XF354 258 2000 ng/ml 3059 3098 091 3082 0,20 0,041
XF354 259 2000 ng/ml ;A 3604 sz 36,19 0,86 0,744
XF354 476 2000 ng/ml 2950 2932 2941 0,13 0,017
Kalibrator 2000 ng/ml kg 2156 na 2756 0,10 0,009
XF354 477 2000 ng/ml il 29586 2858 29,66 0,13 0,017
XF354 478 2000 ng/ml 2940 2950 2871 2954 0,16 0,025
XF354 546 2000 ng/ml 0B 8049 3061 0,18 0,031
Kaibrator 2000 ng/ml 2780 s 2188 27,66 0,08 0,006
XF354 717 2000 ng/ml 2983 2980 2856 29,60 0,03 0,001
XF354 718 2000 ng/ml 3150 sLrs 3162 0,18 0,033
Kdibrator 2000 ng/ml 2136 2158 2141 2745 0,11 0,013
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Tabelle 8.9: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie UT-SCC-14, MW: Mittelwert der CT-

Werte, SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor cDNA-Menge CT-Wert CT-Wert CT-Wert MW SD SD? dCT-Wert SD(dCT) ddCT-Wert c-ZielgenN
2360 2360 2349
LDH-A UT14 #131 2000 ng/ml 2356 0,06 0,004 -7,07 0,09 -1,08 2,11
21,95 22,08 22,16
UT14 #132 2000 ng/ml 2206 0,11 0,012 -6,91 0,19 -0,92 1,90
2346 24,05
UT14 #133 2000 ng/ml 2375 0,42 0,175 -5,95 0,84 0,04 0,98
2365 2376 2392
UT14 #134 2000 ng/ml 2378 0,14 0,019 -6,48 0,20 -0,49 141
2449 24,56 2487
UT14 #558 2000 ng/ml 2464 0,20 0,042 -6,76 0,21 -0,77 1,71
22,89 22,94
UT14 #560 2000 ng/ml 2291 0,03 0,001 -6,30 0,27 -0,31 1,24
23,54 24,16 2423
UT14 #603 2000 ng/ml 2397 0,38 0,143 -5,74 0,39 0,25 0,84
2359 2364
UT14 #606 2000 ng/ml 2362 0,03 0,001 -6,00 0,26 -0,01 1,01
2117 2125 2141
Kdibrator 2000 ng/ml 2127 0,12 0,015 -5,99 0,13 0,00 1,00
2432 2428 2427
UT14 559 2000 ng/mi 2429 0,03 0,001 -6,92 0,03 -0,60 1,51
26,18 26,11 26,28
UT14 604 2000 ng/mi 2619 0,09 0,008 -7.24 0,42 -0,92 1,89
2151 21,58 22,10
Kalibrator 2000 ng/ml 21,73 0,32 0,102 -6,32 0,32 0,00 1,00
26,88 26,93 26,99
GLUT1 UT14 #131 2000 ng/mi 2694 0,06 0,003 -3,70 0,09 -0,68 1,61
24,49 24,48 24,58
UT14 #132 2000 ng/ml 2452 0,06 0,003 -4,46 0,17 -145 273
28,18 28,12 27,28
UT14 #133 2000 ng/mi 2786 0,50 0,251 -1.85 0,89 116 0,45
28,18 2824 2824
UT14 #134 2000 ng/ml 2822 0,04 0,001 -2,04 0,15 0,98 0,51
2881 29,04 28,68
UT14 #558 2000 ng/ml 2884 0,18 0,034 -2,56 0,19 0,45 0,73
2584 26,04 26,03
UT14 #560 2000 ng/ml 25,97 011 0,013 -3,25 0,29 -0,24 1,18
27,92 28,12 28,10
UT14 #603 2000 ng/ml 28,05 011 0,012 -1,66 0,15 135 0,39
26,55 26,49 2573
UT14 #606 2000 ng/ml 26,26 0,45 0,206 -3,36 0,52 -0,35 127
2422 2431 2422
Kalibrator 2000 ng/ml 24,25 0,05 0,003 -3,01 0,06 0,00 1,00
29,02 29,10 2885
UT14 559 2000 ng/ml 2899 0,12 0,015 -2,22 0,12 130 0,41
3132 3127 3129
UT14 604 2000 ng/ml 3130 0,02 0,001 -2,13 0,41 138 0,38
2454 2449 24,58
Kalibrator 2000 ng/ml 24,54 0,04 0,002 -3,51 0,05 0,00 1,00
30,56 3064 30,70
HMBS (EC) UT14 #131 2000 ng/ml 30,63 0,07 0,005
2899 29,13 2881
UT14 #132 2000 ng/ml 28,98 0,16 0,025
3043 29,74 28,96
UT14 #133 2000 ng/ml 29,71 0,73 0,539
3041 3012 3025
UT14 #134 2000 ng/ml 30,26 0,15 0,021
3139 3137 3144
UT14 #558 2000 ng/ml 3140 0,04 0,001
2932 2941 2892
UT14 #560 2000 ng/ml 29,22 0,27 0,071
2981 29,73 29,59
UT14 #603 2000 ng/ml 29,71 0,11 0,012
2941 2952 2991
UT14 #606 2000 ng/ml 29,62 0,26 0,069
2723 2730 27,26
Kalibrator 2000 ng/ml 27,26 0,03 0,001
31,20 31,20 3121
UT14 559 2000 ng/ml 3121 0,01 0,000
3386 3305 3337
UT14 604 2000 ng/ml 3342 041 0,168
28,03 28,03 28,08
Kalibrator 2000 ng/ml 28,05 0,03 0,001
31,82 31,80
PFK-L UT14 559 2000 ng/ml 3181 0,02 0,000 2,65 0,09 8,64 0,00
3243 3267 3372
UT14 604 2000 ng/mi 3294 0,69 0,474 6,90 0,69 12,89 0,00
2441 24,49 24,80
Kalibrator 2000 ng/mi 24557 0,20 0,042 -5,59 0,36 0,40 0,76
29,07 2924 29,16
UT14 131 2000 ng/mi 29,16 0,09 0,008 -2,03 0,22 137 0,39
26,02 26,05 26,04
UT14 132 2000 ng/ml 2603 0,02 0,000 -3,30 0,13 0,10 0,93
29,95 30,36
UT14133 2000 ng/ml 30,16 0,29 0,084 -0,07 0,32 3,33 0,10
29,63 2981 29,88
UT14 134 2000 ng/ml 29,77 0,13 0,016 -0,98 0,15 2,42 0,19
26,03 26,02 26,16
UT14 557 2000 ng/ml 26,07 0,08 0,006 -3,33 0,09 0,07 0,95
31,00 3130 30,63
UT14 558 2000 ng/ml 3098 0,33 0,111 -1,19 0,38 221 0,22
2781 27,80 27,76
UT14 560 2000 ng/ml 27,79 0,03 0,001 -2,25 0,05 115 0,45
29,68 29,99
UT14 603 2000 ng/ml 29,83 0,22 0,050 -0,42 0,23 2,98 0,13
2816 2814 2834
UT14 606 2000 ng/ml 2821 0,11 0,012 -2,04 0,31 135 0,39
2439 24,65 24,79
Kalibrator 2000 ng/ml 24,61 0,20 0,040 -3,40 0,20 0,00 1,00
3096 3132 3129
HMBS (EC) UT14131 2000 ng/ml 3119 0,20 0,039
2927 2948 2924
UT14 132 2000 ng/ml 2933 0,13 0,016
30,21 3012 30,36
UT14133 2000 ng/ml 3023 0,12 0,015
30,69 30,73 3083
UT14 134 2000 ng/ml 30,75 0,08 0,006
2935 2944 29,39
UT14 557 2000 ng/ml 2939 0,04 0,002
3215 3200 3235
UT14 558 2000 ng/ml 3217 0,18 0,031
29,99 30,07 3007
UT14 560 2000 ng/ml 3004 0,05 0,002
30,29 30,21 30,26
UT14 603 2000 ng/ml 30,26 0,04 0,002
30,11 30,06 3059
UT14 606 2000 ng/ml 30,26 0,29 0,084
28,02 27,99 28,02
Kalibrator 2000 ng/ml 28,01 0,02 0,000
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Tabelle 8.10: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie UT-SCC-15, MW: Mittelwert der CT-

Werte, SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor cDNA-Menge  CT-Wert CT-Wert CT-Wert MW SD SD?* dCT-Wert SDCT) ddCT-Wert c-ZielgenN
LDH-A | UTSCC1595 | 2000 ng/ml 2,01 24,89 24,92 2494 | 007 | 0004 6,26 025 -1,05 2,08
UTSCC1596 | 2000 ng/m 2,59 279 28 275 | 014 | 0018 752 014 231 4,96
UTSCC1598 | 2000 ng/ml 2323 &7 2347 | 034 | 0114 -8,46 053 325 9,54
UTSCC15109 | 2000 ng/ml 251 25 257 254 | 003 | 0001 857 031 3,36 10,26
Kalibrator 2000 ng/ml 2.8 24 0 2257 | 039 | 0153 5,21 0,39 0,00 1,00
UT15#229 2000 ng/ml 2326 232 2333 2328 | 004 | 0001 7,77 022 2,26 4,79
UT15#232 | 2000 ng/ml 2,00 23,06 313 2307 | 006 | 0004 6,58 018 1,07 2,10
UTI5#259 | 2000 ng/ml 0 &2 2164 2363 | 088 | 0775 6,93 093 142 2,68
UT15 #263 2000 ng/ml 22 217 243 228 | 014 | 0019 7,24 0,18 1,73 3,33
UT15#264 | 2000 ng/ml &0 =87 24,02 2386 | 016 | 0026 7,12 0,30 -1,61 3,06
Kalibrator 2000 ng/ml 2127 21,68 2147 | 029 | 0084 5,51 054 0,00 1,00
GLUTI UTSCC1595 | 2000 ng/ml 30,36 017 0,30 3028 | 010 | 0009 0,93 026 1,63 032
UTSCC1596 | 2000 ng/ml 5,98 26,01 25,36 2578 | 037 | 0138 4,48 037 -1,93 3,80
UTSCC1598 | 2000 ng/ml 2024 2z 24 2740 | 027 | 0073 -4,53 0,49 -1,98 3,94
UTSCC15109 | 2000 ng/m 2621 26,04 47 2590 | 038 | 0147 -5,20 0,49 2,65 627
Kalibrator 2000 ng/ml %520 524 523 2522 | 002 | 0001 2,55 0,05 0,00 1,00
UTI5#229 | 2000 ng/ml 2671 26,74 26,76 2674 | 002 | 0000 4,32 021 178 345
UT15#232 | 2000 ng/ml 227 26,21 26,33 2627 | 006 | 0003 337 018 0,84 1,79
UTI5#259 | 2000 ng/ml 26,17 2,10 528 2585 | 049 | 0244 472 058 218 4,54
UTI5#263 | 2000 ng/ml 2,03 2,18 .14 2512 | 008 | 0007 -4,40 014 -1,87 3,66
UT15#264 | 2000 ng/ml 21,07 2r11 21,07 27,08 | 002 | 0000 3,90 025 1,37 2,58
Kalibrator 2000 ng/ml 2421 2469 2445 | 035 | 0120 253 057 0,00 1,00
HMBS (EC) | UTSCC1595 | 2000 ng/ml 31,08 31,49 31,05 31,20 | 024 | 0060
UTSCC1596 | 2000 ng/ml 30.23 30.27 30.29 3026 | 003| 0001
UTSCC1598 | 2000 ng/ml 3226 31,47 32,06 3193 | 041 | 0471
UTSCC15109 | 2000 ng/ml 31,10 31,42 3080 3111 | 03L| 009%
Kalibrator 2000 ng/ml 21,83 21,73 21,78 27,78 | 005 | 0003
UTI5#229 | 2000 ng/ml 30.85 31,04 31,28 31,06 | 021 | 0046
UTI5#232 | 2000 ng/ml 251 259 283 2064 | 017 | 0028
UTI5#259 | 2000 ng/ml 0.2 30,66 30.82 3057 | 03L| 0097
UT15#263 | 2000 ng/ml 2,82 2,63 24 2052 | 011 | 0013
UTI5#264 | 2000 ng/ml 31,16 31,10 30,70 309 | 025| 0063
Kalibrator 2000 ng/ml 2731 26,66 2698 | 046 | 0200
PFK-L UT1595 2000 ng/ml 029 3044 023 3032 | 011 | 0012 1,60 025 1,97 026
UT1596 2000 ng/ml 564 25,98 26,04 258 | 022 | 0048 4,84 035 127 241
UT1598 2000 ng/ml 26,50 26,8 2668 | 025 | 0,060 454 027 097 1,96
UT15 109 2000 ng/ml 25,80 %585 &7 2580 | 004 | 0002 6,29 006 273 6,62
UT15 229 2000 ng/ml %671 26,65 26,83 2673 | 009 | 0008 5,37 0,10 -1,80 3,49
UT15 230 2000 ng/ml 26,32 %632 %19 2628 | 007 | 0005 5,66 0,30 2,09 426
UT15 232 2000 ng/ml 26,08 216 2625 26,16 | 009 | 0008 4,31 018 0,75 1,68
UT15 259 2000 ng/ml 2645 26,62 2653 | 012 | 0014 4,72 028 1,16 2,23
UT15 263 2000 ng/ml 522 525 B2 2524 | 001 | 0,000 -4,96 0,09 -1,39 2,62
UT15 264 2000 ng/ml 27,01 21,08 22z 2710 | 010 | o011 -4,93 017 1,37 2,58
Kalibrator 2000 ng/ml 24,62 24,81 24,66 2470 | 010 | 0010 357 011 0,00 1,00
HMBS (EC) | UTI595 2000 ng/ml 3217 31,81 3177 3192 | 022| 0048
UT1596 2000 ng/ml 3041 30.85 3091 3072 | 028 | 0076
UT1598 2000 ng/ml Zu 31,85 31.9% 3197 | 013 | 0018
UT15 100 2000 ng/ml 31,18 31,35 3.1 3121 | 012 | 0014
UT15229 2000 ng/ml 3210 32,05 3215 3210 | 005 | 0002
UT15 230 2000 ng/ml 31,60 32,08 32,13 3194 | 029 | 0087
UT15232 2000 ng/ml 30,31 3049 30,62 3047 | 016 | 0024
UT15 259 2000 ng/ml 30.98 31,49 31,30 3126 | 026 | 0066
UT15 263 2000 ng/ml 30.18 301 30.29 3019 | 009 | 0008
UT15 264 2000 ng/ml 31,88 3213 32,10 204 | 014 | 0018
Kalibrator 2000 ng/ml 2823 28,30 2826 | 005 | 0002
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Tabelle 8.11: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie FaDu, MW: Mittelwert der CT-Werte,
SD: Standardabweichung, c: Konzentration

|_Zielgen Tumor c¢DNA-Menge CT-Wert | CT-Wert | CT-Wert | MW SD SD? dCT-Wert SD(CT) ddCT-Wert c-Zielgeny
LDH-A FeDu364 | 2000 ng/ml BL =18 86| 2315 003 0001 6,21 0,09 083 177
FeDu 837 | 2000 ng/ml 55 2430 2391| 056 0311 a2 056 184 357
FeDu 843 | 2000 ng/ml 263 281 27| 73| 009 0008 6,87 028 1,50 282
FeDu 372 | 2000 ng/ml 22,62 2.7 287 27| 0413| 0017 5,96 028 -0,58 1,49
Kalibrator | 2000 ng/ml 2.2z 25 25| »m| o012] 0015 5,38 019 0,00 1,00
FeDu 872 | 2000 ng/ml 24,05 23,9 B 39| 013] 0017 6,35 023 1,14 221
FeDu 874 | 2000 ng/ml 2285 427 2356 | 101 | 1,014 5,80 1,02 -0,59 1,50
FaDu 905 | 2000 ng/ml 508 B 53| 2519| 012] 0015 6,87 109 1,66 317
FeDu 873 | 2000 ng/ml 24 %50 273 o4s4| 017) 0027 5,64 023 043 135
Kalibrator | 2000 ng/ml 228 24 B0 57| 039 0153 5,21 039 0,00 1,00
GLUTI FaDu364 | 2000 ng/ml g A27 532 | 528|004 0001 4,07 0,09 1,07 2,09
FaDu 837 | 2000 ng/ml 2549 2,68 B 54| 027 0074 5,69 027 2,68 6,41
FaDu 843 | 2000 ng/ml 281 .87 59| 2586 | 005 | 0002 3,74 027 0,73 1,66
FaDu372 | 2000 ng/ml 47 479 2486 | 78| 008| 0006 3,03 026 0,92 1,90
Kalibrator | 2000 ng/ml 2483 47 2480 78| 006| 0004 301 015 000 1,00
FeDu 872 | 2000 ng/ml 27,01 27,08 2110 | 5705| 005 0,002 323 0,20 0,67 1,59
FaDu874 | 2000 ng/ml %8 %60 B3| 2672|011 0013 2,64 019 -0,08 1,06
FaDu 905 | 2000 ng/ml 223 22 22| 2904 | 004 0,002 282 1,08 0,26 1,20
FeDu 873 | 2000 ng/ml 2 279 219 | 74| 010 0010 234 019 021 0,86
Kalibrator | 2000 ng/ml 25,20 5.4 B2 52| 002 0001 255 005 0,00 1,00
HMBS (EC) | FaDu364 | 2000 ng/ml 242 2,30 2036 | 008 | 0007
FaDu837 | 2000 ng/m 812 8113 31,12| 000 0000
FeDu843 | 2000 ng/m 671 24 2060 | 027 0071
FeDu372 | 2000 ng/ml B0 248 BI7| 2872|025 0,060
Kalibrator | 2000 ng/m 28t s 29| 779|014 0019
FeDu872 | 2000 ng/ml 0.5 047 009 3527 | 019 0,037
FeDu874 | 2000 ng/ml 230 224 288 | 2935 | 015 0023
FeDu 905 | 2000 ng/ml 3282 8130 3206| 108| 1166
FeDu873 | 2000 ng/ml 024 30,00 31| 3p18| 016 0026
Kalibrator | 2000 ng/ml 28 s 2078 | 2778 | 005 0,003
PFK-L FeDu364 | 2000 ng/ml 58 567 580 2569 | 011 0012 4,06 029 0,58 1,50
FeDu372 | 2000 ng/ml »12 2,16 BI5] 2514|002 0000 391 012 042 1,34
FaDu837 | 2000 ng/ml %4 %51 20| 2671| 043] 0185 4,39 044 0,9 187
FeDu 843 | 2000 ng/ml %43 %51 %61 | 2652 | 009 0,009 3,79 018 031 1,24
FeDu87L | 2000 ng/ml 534 25,63 A5 55| 05| 002 3,73 028 0,25 1,19
FaDu872 | 2000 ng/ml 2155 a4 2751 750|005 | 0003 3,20 014 028 0.82
FaDu873 | 2000 ng/ml 8,76 2,02 205 2895| 016| 0025 1,74 024 174 0,30
FaDu874 | 2000 ng/ml %21 %24 26,23| 002 | 0000 321 035 027 0.83
FaDu 905 | 2000 ng/ml 2,3 2,65 292 | 964| 028| 0079 2,17 031 131 0,40
Kalibrator 2000 ng/ml 24,41 24,49 2480 o457 020 0042 348 021 0,00 1,00
HMBS (EC) | FaDu364 | 2000 ng/ml 2064 30,06 2956 | y975| 027] 0073
FeDu 372 | 2000 ng/ml 212 2,92 21| 2905| 011 0013
FeDu 837 | 2000 ng/ml 3.2 31,02 S04 3100| 041] 0012
FeDu 843 | 2000 ng/ml 30,28 30,17 08| 3| o016 0025
FeDu 871 | 2000 ng/ml 29,16 29,51 05| 2904|024 0057
FeDu872 | 2000 ng/m 085 0,65 080 | 3p70| 013] 0018
FeDu873 | 2000 ng/m 073 3049 3085 | an69| 018 0,034
FeDu874 | 2000 ng/m 288 220 28| 94| 035 0119
FaDu 905 | 2000 ng/ml 8L76 8L SL97| z161| 014 0019
Kalibrator | 2000 ng/ml 2,08 28,08 808 | 2805 003 0,001
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Tabelle 8.12: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie SAS, MW: Mittelwert der CT-Werte,
SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor cDNA-Menge CT-Wert CT-Wert CT-Wert MW SD sp? dCT-Wert SD(dCT) ddCT-Wert c-Zielgeny
LDH-A #85 2000 ng/ml 248 24 243 214 | 003 | ooot 753 018 0,79 172
#86 2000 ng/ml 258 266 an 216 | 007 | 0005 716 024 042 134
487 2000 ng/ml 23 B 28 | 060 | 0364 6,68 068 007 0,95
#249 2000 ng/ml 272 268 269 27 | 002 | 0000 7,26 018 0,51 143
#830 2000 ng/ml 210 2% 545 230 | 039 | o1s1 7,02 039 0,27 121
#850 2000 ng/ml 22,91 22,91 229 | 000 | 0000 7,03 0,20 0,28 122
Kalibrator 2000 ng/ml 215 23 235 213 | o011 | oon 6,74 013 0,00 1,00
#4849 2000 ng/ml 2.2z 2252 2% 24 | 013 | 0016 7,16 016 -0,76 1,69
4857 2000 ng/ml B0 B8 BB 28 | 007 | 0005 6,95 008 -055 146
#902 2000 ng/ml 2L76 2218 20 | 030 | 0089 6,04 049 036 0.78
#9090 2000 ng/ml 2169 2L 2L97 218 | 015 | 002 6,49 016 0,08 1,06
#910 2000 ng/ml 2% 2316 534 231 | 020 | 0041 5,62 022 079 0.58
Kalibrator 2000 ng/ml 243 2129 2L57 214 | 014 | 0019 6,40 015 0,00 1,00
GLUTI #85 2000 ng/ml A7 580 58 | 81| 005 | 0002 317 018 048 0.2
#86 2000 ng/ml 26,51 2,58 %59 | 2656 | 004 | 0002 2,25 023 139 038
#87 2000 ng/ml 2754 2738 2,01 27,64 | 033 | 0106 1,80 045 185 0,28
#249 2000 ng/ml 27,59 2785 2110 2771 | 013 | o018 224 023 141 038
#830 2000 ng/ml a2 27,15 2125 27,20 | 005 | o002 284 005 081 0,57
#850 2000 ng/ml 27,9 211 %64 2757 | 081 | 0656 2,37 083 128 041
Kalibrator 2000 ng/ml 2437 %35 2440 2437 | 002 | opo1 364 007 000 1,00
#849 2000 ng/ml a7 25,82 502 .8 | 008 | 0006 372 012 001 0,99
4857 2000 ng/ml B2 813 B2 | 2819 | 005 | 0003 252 0,06 121 0,43
#902 2000 ng/ml 2,08 515 225 | e | 050 | 0251 318 064 055 0,68
4900 2000 ng/ml G .30 538 | 537 | 007 | 0005 201 0,09 082 0,57
4910 2000 ng/ml 2749 24 2057 | 751 | 005 | 0003 125 010 248 0,18
Kalibrator 2000 ng/ml 425 221 B | 10| 027 | 0073 373 028 0,00 1,00
PFK-L #85 2000 ng/ml B4 508 B0 | 2510 | 004 | 0002 388 018 015 L1
#86 2000 ng/ml 513 516 52 | 2519 | 009 | 0008 362 025 011 0,93
487 2000 ng/ml %05 %22 26,13 | 012 | 0014 331 033 042 075
#249 2000 ng/ml 26,59 26,58 2,64 26,60 | 003 | 0001 335 019 039 0,76
#830 2000 ng/ml %31 %23 %58 2637 | 018 | 0034 3,67 018 0,06 0.96
#850 2000 ng/ml %29 %21 26,28 | 001 | 0000 3,66 020 008 0.95
Kalibrator 2000 ng/ml %2 218 2445 2428 | 014 | 0021 373 016 0,00 1,00
4849 2000 ng/ml 52 25,23 227 | 2524 | 003 | op01 431 0,10 0,79 1,73
4857 2000 ng/ml 27,36 27,38 27,45 2740 | 005 | o002 332 006 020 0.87
#902 2000 ng/ml 24,30 24,31 265 | 2400 | 038 | 0144 3,92 055 0,40 132
#9090 2000 ng/ml 24,26 24,32 2432 | 2430 | 003 | oo01 3,08 0,06 047 138
#910 2000 ng/ml 52 25,52 /61 | 2547 | 017 | 0028 3,2 019 023 0.85
Kalibrator 2000 ng/ml 24,36 24,31 2428 | 2431 | 004 | 0002 352 0,07 0,00 1,00
HMBS (EQ) #85 2000 ng/ml 2879 215 B8 | g0 | 018 | 003
#86 2000 ng/ml 2,76 28,61 206 | 61| 023 | 0053
#87 2000 ng/ml 2961 2968 208 | 94| 031 | 005
#249 2000 ng/ml 30,00 2,75 30,10 2005 | 018 | 0034
#830 2000 ng/ml 30,05 30,02 006 | 304 | 002 | 0000
#850 2000 ng/ml 30,13 2,% 2,73 2004 | 020 | 0040
Kalibrator 2000 ng/ml aro4 8,06 B0 | 2802 | 007 | 0005
#849 2000 ng/ml 262 245 2050 | 2055 | 009 | 0,000
#857 2000 ng/ml 30,71 30,74 30,68 30,71 | 003 | ooo
#902 2000 ng/ml 32 28,17 2756 | 2801 | 039 | 0153
#9090 2000 ng/ml 8235 28,26 834 | 2828 | 005 | 0003
#910 2000 ng/ml 267 28,78 2883 | 2876 | 008 | 0006
Kalibrator 2000 ng/ml 284 27,88 2777 | 2783 | 006 | 0003
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Tabelle 8.13: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie UT-SCC-45, MW: Mittelwert der CT-
Werte, SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor cDNA-Menge CT-Wert CT-Wert | CT-Wert MW SD SD* dCT-Wert | SD(ACT) | ddCT-Wert | c-ZielgenN
LDH-A UT45 #6 2000 ng/ml 21,65 21,88 21,86 21,80 | 013 0,017 -6,35 0,14 0,20 0,87
UT45#13 2000 ng/ml 20,44 20,60 20,58 2054 | 008 0,007 -6,66 0,12 0,11 1,08
UT45#14 2000 ng/ml 20,73 21,33 21,03 | 043 0,184 -6,60 0,50 -0,05 1,04
UT45#15 2000 ng/ml 20,75 20,82 20,83 20,80 | 004 0,002 -6,82 0,13 0,28 121
UT45#16 2000 ng/ml 21,94 21,99 22,40 211 | 026 0,066 6,43 0,27 0,12 0,92
UT45 #37 2000 ng/ml 21,18 21,39 23,18 21,92 | 1,10 1,202 6,43 1,10 0,12 0,92
Kalibrator 2000 ng/ml 21,22 21,31 21,19 21,24 | 006 0,004 6,55 0,12 0,00 1,00
UT45 #295 2000 ng/ml 21,65 21,59 21,43 21,56 | 011 0,013 -7,36 0,28 0,76 1,69
UT45 #299 2000 ng/ml 21,32 21,34 21,39 21,35 | 0,03 0,001 -6,48 0,19 0,12 0,92
UT45 #399 2000 ng/ml 20,77 21,40 21,00 | 044 0,198 6,24 0,48 0,36 0,78
UT45 #448 2000 ng/ml 21,25 21,24 21,33 21,28 | 0,05 0,003 7,13 023 0,52 1,44
UT45 #939 2000 ng/ml 20,88 20,95 21,26 21,03 | 020 0,041 6,75 0,32 -0,15 1,11
UT45 #940 2000 ng/ml 20,99 20,95 23,10 21,68 | 123 1,507 6,17 1,23 043 0,74
Kadibrator 2000 ng/ml 21,28 21,23 21,32 21,28 0,04 0,002 -6,60 017 0,00 1,00
GLUT1 UT45#6 2000 ng/ml 24,77 24,76 2471 24,75 | 003 0,001 -3,40 0,06 0,15 1,11
UT45#13 2000 ng/ml 2397 2392 23,96 2395 | 003 0,001 -3,25 0,09 0,00 1,00
UT45#14 2000 ng/ml 23,62 23,50 23,03 2338 | 031 0,099 -4,25 0,41 -1,01 2,01
UT45#15 2000 ng/ml 23,63 23,68 23,69 2367 | 003 0,001 -3,96 0,12 0,71 1,64
UT45#16 2000 ng/ml 2524 2523 2522 2523 | 001 0,000 -3,31 0,09 -0,06 1,04
UT45#37 2000 ng/ml 24,45 24,53 23551 2416 | 057 0,320 -4,19 058 -0,94 1,92
Kalibrator 2000 ng/ml 24,70 24,38 24,55 2454 | 016 0,026 24,50 1,06 0,00 1,00
UT45 #295 2000 ng/ml 24,44 24,44 24,47 2445 | 0,02 0,000 -4,46 0,25 -1,11 2,16
UT45#299 2000 ng/ml 23,52 23,70 23,47 2357 | 012 0,015 -4,26 0,22 -0,91 1,88
UT45#399 2000 ng/ml 2423 23,97 23,63 2394 | 030 0,091 -3,39 0,35 -0,03 1,02
UT45#448 2000 ng/ml 25,65 25,76 25,66 2569 | 0,06 0,003 2,71 0,23 0,64 0,64
UT45#939 2000 ng/ml 24,09 24,17 24,08 2411 | 005 0,002 -3,67 0,26 0,32 1,25
UT45 #940 2000 ng/ml 24,37 24,50 23,91 2426 | 031 0,099 -3,59 0,34 0,23 1,18
Kalibrator 2000 ng/ml 24,42 24,56 24,58 2452 | 0,09 0,007 -3,35 0,18 0,00 1,00
PFK-L UT45#6 2000 ng/ml 24,90 24,78 24,89 2485 | 006 | 00042 -3,29 0,08 0,08 0,95
UT45#13 2000 ng/ml 23,95 23,97 24,12 2401 | 009 | 00088 -3,18 0,13 0,19 0,88
UT45#14 2000 ng/ml 24,26 24,35 25,65 2475 | 078 | 06057 -2,88 0,82 0,49 0,71
UT45#15 2000 ng/ml 24,26 2431 2431 2429 | 003 | 00010 -3,33 0,12 0,04 0,98
UT45#16 2000 ng/ml 25,22 25,37 25,45 2535 | 011 0,0132 -3,19 0,15 0,18 0,88
UT45#37 2000 ng/ml 25,09 25,06 24,88 2501 | 012 | 00134 3,34 0,16 0,03 0,98
Kalibrator 2000 ng/ml 24,39 24,40 24,47 2442 | 004 0,002 -3,37 0,11 0,00 1,00
UT45 #295 2000 ng/ml 24,53 24,50 24,53 2452 | 002 0,000 -4,39 0,25 -0,85 1,80
UT45#299 2000 ng/ml 24,94 25,10 25,13 2506 | 0,10 0,011 -2,77 0,21 0,77 0,59
UT45 #399 2000 ng/ml 25,03 25,22 27,04 2576 | 111 1,230 -1,57 1,12 1,97 0,25
UT45 #448 2000 ng/ml 25,77 25,92 25,74 2581 | 0,09 0,009 -2,59 0,24 095 0,52
UT45 #939 2000 ng/ml 24,20 24,21 24,47 2429 | 0,15 0,023 -3,49 0,30 0,05 0,96
UT45 #940 2000 ng/ml 24,43 24,51 25,32 2475 | 049 0,243 -3,09 0,51 0,45 0,73
Kalibrator 2000 ng/ml 24,29 24,36 24,35 2433 | 004 0,001 -354 0,16 0,00 1,00
HMBS (EC) UT45 #6 2000 ng/ml 28,16 28,18 28,10 2815 | 005 0,002
UT45 #13 2000 ng/ml 27,12 27,18 27,29 27,19 0,09 0,007
UT45 #14 2000 ng/ml 27,92 27,44 27,54 27,63 | 026 0,066
UT45 #15 2000 ng/ml 27,75 27,52 27,60 27,63 0,12 0,014
UT45#16 2000 ng/ml 2851 28,64 28,47 2854 | 0,09 0,008
UT45 #37 2000 ng/ml 28,32 28,26 28,48 28,35 0,11 0,013
Kalibrator 2000 ng/ml 27,88 27,67 27,82 27,79 | 011 0,011
UT45#295 2000 ng/ml 217 28,67 28,89 2891 | 025 0,064
UT45#299 2000 ng/ml 27,62 27,88 27,99 27,83 | 019 0,035
UT45#399 2000 ng/ml 27,51 27,35 27,14 27,33 | 018 0,033
UT45#448 2000 ng/ml 2817 28,62 28,41 2840 | 022 0,050
UT45#939 2000 ng/ml 27,52 28,03 27,79 27,78 | 025 0,064
UT45#940 2000 ng/ml 27,99 27,83 27,73 27,85 | 013 0,017
Kalibrator 2000 ng/ml 27,71 28,03 27,88 27,88 | 0,16 0,025
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Tabelle 8.14: real time RT-PCR Daten der Tumorlinie UT-SCC-5, MW: Mittelwert der CT-
Werte, SD: Standardabweichung, c: Konzentration

Zielgen Tumor cDNA-Menge | CT-Wert | CT-Wert CT-Wert MW SD SD* dCT-Wert SD(ACT) ddCT-Wert c-ZielgenN
LDH-A UT532 2000 ng/ml 22,48 2,47 22,67 22,54 0,11 0,013 5,32 0,20 0,59 0,67
UT546 2000 ng/ml 22,59 23,48 24,59 23,55 1,00 1,001 -4,64 1,00 1,27 0,41
UT5 60 2000 ng/ml 22,90 22,91 22,91 0,00 0,000 5,72 0,44 0,19 0,88
Kalibrator 2000 ng/ml 21,75 21,86 21,89 21,83 0,08 0,006 5,91 0,12 0,00 1,00
UT5404 2000 ng/ml 21,79 21,88 21,95 21,87 0,08 0,006 5,38 0,09 053 0,69
UT5405 2000 ng/ml 22,45 2317 24,37 23,33 0,97 0,940 3,97 0,98 1,94 0,26
UT5 406 2000 ng/ml 22,74 22,82 22,78 0,06 0,003 -4,63 0,63 1,28 0,41
Kaibrator 2000 ng/ml 21,45 21,63 21,88 21,65 0,22 0,048 5,91 0,24 0,00 1,00
UT5 407 2000 ng/ml 21,43 21,66 21,59 21,56 0,12 0,014 5,49 012 0,48 0,72
UT5633 2000 ng/ml 22,47 2313 22,80 0,47 0,220 5,04 047 093 0,52
UT5698 2000 ng/ml 22,10 2,07 22,09 0,02 0,000 5,61 0,05 0,36 0,78
Kdibrator 2000 ng/ml 21,53 21,70 21,83 21,69 0,15 0,023 5,97 017 0,00 1,00
UT5 699 2000 ng/ml 243 22,62 2,77 22,61 017 0,029 5,22 0,18 0,59 0,66
UT5 700 2000 ng/ml 22,88 22,78 22,83 0,07 0,004 -6,07 0,26 -0,27 1,20
UT5 701 2000 ng/ml 22,24 2,33 2,31 22,29 0,05 0,002 5,95 0,07 -0,15 1,11
Kdibrator 2000 ng/ml 21,52 21,77 21,64 0,18 0,034 5,80 0,22 0,00 1,00
GLUT1 UT532 2000 ng/ml 2515 2517 2522 25,18 0,04 0,001 2,69 017 0,50 0,71
UT546 2000 ng/ml 24,53 24,43 24,56 24,51 0,07 0,004 -3,69 0,11 -0,50 1,42
UT5 60 2000 ng/ml 25,65 25,67 25,66 0,01 0,000 2,97 0,44 0,22 0,86
Kadibrator 2000 ng/ml 24,57 24,60 24,50 24,56 0,05 0,002 -3,19 011 0,00 1,00
UT5404 2000 ng/ml 2532 25,26 25,99 25,52 0,40 0,161 -1,73 0,40 1,36 0,39
UT5 405 2000 ng/ml 25,94 25,50 25,61 25,68 0,23 0,053 -1,62 0,25 1,48 0,36
UT5 406 2000 ng/ml 27,03 26,88 26,82 26,91 0,11 0,012 -0,50 0,63 2,60 0,16
Kalibrator 2000 ng/ml 24,51 24,52 24,37 24,46 0,08 0,007 -3,10 0,13 0,00 1,00
UT5 407 2000 ng/ml 24,89 25,01 25,02 24,97 0,08 0,006 2,07 0,08 1,20 0,44
UT5633 2000 ng/ml 25,58 25,36 25,28 25,41 0,15 0,024 2,44 0,16 0,84 0,56
UT5698 2000 ng/ml 24,47 24,51 24,49 0,02 0,001 -3,21 0,05 0,07 0,96
Kalibrator 2000 ng/ml 24,40 24,43 24,32 24,39 0,06 0,003 3,27 0,10 0,00 1,00
UT5 699 2000 ng/ml 25,03 25,03 24,98 25,01 0,03 0,001 2,81 0,06 0,36 0,78
UT5 700 2000 ng/ml 25,67 25,53 25,49 25,56 0,10 0,010 -3,34 0,27 0,16 1,12
UT5701 2000 ng/ml 24,78 24,62 24,70 011 0,013 -3,55 0,12 0,38 1,30
Kdibrator 2000 ng/m 24,32 24,23 24,29 24,28 0,05 0,002 317 012 0,00 1,00
PFK-L UT532 2000 ng/ml 2573 2573 25,68 25,71 0,03 0,001 2,15 017 0,97 0,51
UT546 2000 ng/ml 25,76 25,82 26,02 25,87 0,14 0,019 2,33 017 0,79 0,58
UT560 2000 ng/ml 26,41 26,46 26,44 0,03 0,001 2,19 044 093 0,53
Kaibrator 2000 ng/ml 24,57 24,60 24,70 24,62 0,07 0,005 3,12 012 0,00 1,00
UT5404 2000 ng/ml 25,64 25,61 25,67 25,64 0,03 0,001 -1,62 0,05 1,44 0,37
UT5405 2000 ng/ml 26,28 26,43 26,54 26,42 0,13 0,017 -0,89 0,17 217 0,22
UT5406 2000 ng/ml 26,44 26,49 26,72 26,55 0,15 0,022 -0,86 0,64 2,20 0,22
Kdibrator 2000 ng/ml 24,42 24,65 24,44 24,50 0,13 0,016 -3,06 0,16 0,00 1,00
UT5 407 2000 ng/ml 25,27 25,24 25,26 25,26 0,02 0,000 -1,79 0,02 1,39 0,38
UT5633 2000 ng/ml 25,90 26,07 26,07 26,01 0,10 0,010 -1,83 0,10 1,36 0,39
UT5 698 2000 ng/ml 25,32 2545 2515 25,31 0,15 0,023 -2,39 0,16 0,79 0,58
Kdibrator 2000 ng/ml 24,45 24,47 24,51 24,48 0,03 0,001 -3,18 0,09 0,00 1,00
UT5699 2000 ng/ml 25,97 25,84 25,79 25,87 0,09 0,009 -1,96 011 1,21 0,43
UT5 700 2000 ng/ml 26,78 26,77 27,03 26,86 0,15 0,021 2,04 0,29 1,13 0,46
UT5 701 2000 ng/ml 26,06 2595 26,00 0,07 0,005 2,24 0,09 0,93 0,52
Kadibrator 2000 ng/ml 24,32 24,23 24,29 24,28 0,05 0,002 317 012 0,00 1,00
HMBS UT532 2000 ng/ml 28,02 27,69 27,88 27,87 0,17 0,028
UT546 2000 ng/ml 28,09 2822 28,27 28,19 0,09 0,009
UT5 60 2000 ng/ml 29,06 28,65 28,18 28,63 0,44 0,196
Kalibrator 2000 ng/ml 27,63 21,78 27,81 27,74 0,10 0,010
UT5404 2000 ng/ml 27,30 27,21 21,26 27,26 0,05 0,002
UT5405 2000 ng/ml 27,19 27,31 27,41 27,30 0,11 0,012
UT5406 2000 ng/ml 27,44 28,01 26,76 27,40 0,63 0,391
Kalibrator 2000 ng/ml 21,66 21,56 21,47 27,56 0,10 0,009
UT5407 2000 ng/ml 27,05 27,03 27,06 27,05 0,02 0,000
UT5633 2000 ng/ml 27,83 27,86 27,84 0,02 0,000
UT5698 2000 ng/ml 21,74 21,70 217,65 27,70 0,04 0,002
Kalibrator 2000 ng/ml 21,60 21,75 21,63 27,66 0,08 0,006
UT5699 2000 ng/ml 27,86 27,78 27,82 0,05 0,003
UT5 700 2000 ng/ml 28,66 28,90 29,15 28,90 0,25 0,062
UT5701 2000 ng/ml 28,28 28,21 28,25 0,05 0,003
Kalibrator 2000 ng/ml 27,36 27,58 27,41 27,45 0,11 0,013
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8.4 Tabellarische Auflistung der Western Blot Daten

Tabelle 8.15 Statistische Daten der Western Blot Ergebnisse an Tumorgewebe, MW: Mittel-
wert, SD: Standardabweichung

Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor MW | SD

FaDu#818 | 163 | FaDu#817 | 0,67 | FaDu#861 | 1,85 | FaDu#816 | 0,90 | FaDu#904 | 1,02 | 7,21 | 0,50

UT15#182 | 2,62 | UT15#243 | 0,94 | UT15#388 | 2,65 | UT15#180 | 0,89 | UT15#386 | 1,19 | 1,66 | 0,90

UT14#100 | 2,67 | UT14#101 | 1,06 | UT14#574 | 2,20 UT14 #99 1,00 | UT14#102 | 2,07 | 1,80 | 0,74

XF354#736 | 2,01 | XF354#547 | 0,70 | XF354#653 | 1,58 | XF354#737 | 1,10 | XF354#332 | 1,03 | 7,28 | 0,51

UT5 #694 3,17 UT5 #684 1,02 UT5#19 2,12 UT5 #438 1,20 UT5#112 191 | 1,88 | 0,85

Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00

SAS#926 1,22 SAS#223 1,29 SAS#75 0,73 SAS#927 0,90 SAS#934 134 | 1,10 | 0,26

UT45#991 | 1,09 | UT45#221 | 5,53 UT45 #35 1,65 UT45 #38 133 | UT45#220 | 1,30 | 2,18 | 1,88

Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00 Kalibrator 1,00

8.5 Verwendete Kits

Kit Funktion Firma
RNeasy®Mini Kit (50) RNA-Extraktion QIAGEN
RNase-Free DNase Set (50) DNA Abbau auf der Extraktionssiule | QIAGEN
Reverse-iIT™ [st Strand Synthesis Kit | Reverse Transkription ABgene

8.6 Verwendete Puffer und Losungen

PBS 10x (pH 7,3 - 7,4)

Substanz Menge
Kaliumchlorid (KCI) 2,68 mM 29
Kaliumhdiydrogenphosphat (KH2PO,) 1,47 mM 29
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,) 8,09 mM | 11,59
Natriumchlorid (NaCl) 136,7 mM 80¢g
mit A. dest auf 1 L auffiillen

TBS 10x pH (7,6 + 0,2)

Substanz Menge

TrisHCI 502,47 mM 61 gin500 ml A. dest I6sen

Natriumchlorid (NaCl) 3M | 175,39

mit A. dest auf 1 L auffiillen
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TBE 5x

Substanz Menge
Tris Base 450 mM 549
Borsiure 450 mM 27549
0,5M EDTA (pH 8,0) | 20 mi

mit A. dest auf 1 L auffiillen

Phosphatpuffer 0,1 M mit S0 mM Glutamat (pH 7,0)

Substanz Menge
Kaliumdihydrogenphosphat Trihydrat (KH2PO4 x 3H,0) | 0,2758 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) 2,95 0,4195¢
Natrium Glutamat 0,423 g

mit A. dest auf 50 ml auffiillen

Phosphatpuffer 0,3 M (pH 7,0)

Substanz Menge

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 0,661 g

Dinatriumhydrogenphosphat (NaxHPO,) 1449

mit A. dest auf 50 ml auffillen

TE-Puffer 10x (pH 7,5)

Substanz Menge

TrissHCI 100mM | 0,6057 g
EDTA 10 mM 0,1861 g
mit A. dest auf 50 ml auffiillen

Transferpuffer

Substanz Menge
Tris-Base 48 mM 291g
SDS (10 % m/v) 1,3mM | 187,5 ul
Glycine 39 mM 1,465 ¢
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10 x MOPS (pH 7,0)

Substanz

Menge

MOPS free acid 0,2 M

41,854 ¢

Natriumacetat 0,05 M

6,804 g

EDTA 0,01 M

3,7224 ¢

mit HoOpgepc auf 1 auffiillen

2x Laemmli-Puffer (Ladepuffer)

Substanz Menge
TrissHCI 125 mM 0,2955 g
SDS (10 % m/v) 6 ml
Glycerol 20 % 3ml
-Mercaptoethanol 1,5ml
Bromphenolblau 2,5 % | 750 ul

mit A. dest auf 15 ml auffiillen

5x SDS-PAGE-Laufpuffer

Substanz Menge

TrisHCI25mM | 1519

Glycin250 mM | 94 g

SDS (10 % m/v) | 50 ml

mit A. dest auf 1 | auffillen

6x DNA-Gelladepufer

Substanz Menge

Sukrose 49

EDTA 1ml

SDS (10 % m/v) | 1 ml

Orange G Spatelspitze Pulver

mit A. dest auf 10 ml auffiillen
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FMN
25 mg (entspricht einer Verpackungseinheit) in 9,5 ml 0,3 M Phosphatpuffer [6sen

DTT (Dithiothreitol)
250 mg (entspricht einer Verpackungseinheit) DTT in 25 ml A. dest I6sen

1 M Natriumhydrogencarbonat (NaHCQO3)
4,2 g NaHCO3 in 50 ml A. dest [6sen, leicht erwdrmen (Heizplatte)

640 mM Decanal in Methanol
1,204 ml Decanal mit Methanol auf 10 ml auffiillen (Abzug)

0,1 % DEPC-Wasser
1 ml DEPC zu 1 | H,O geben und tiber Nacht riihren, anschlieBend autoklavieren
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