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1 Einleitung 5

1 Einleitung

Jiingste Ergebnisse der molekularen Onkologie haben intensive Forschungsaktivitaten auf
dem Gebiet des besonderen Glukosestoffwechsels in malignen Tumoren ausgel6st. Hierbei
kommt der ,Weichenstellung® zwischen der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) und der
Produktion von Laktat bzw. Milchsaure eine besondere Bedeutung zu. Im Zentrum dieser
Aufzweigung der Stoffwechselwege steht Pyruvat, das Anion der Brenztraubensaure. Bis-
lang wurde Pyruvat in verschiedenen Geweben oder Koérperflissigkeiten aus Extrakten bzw.
Dialysaten bestimmt. Ein raumlich auflésendes Verfahren, das der charakteristischen Tumor-
heterogenitat gerecht wird, existiert jedoch nicht. Daher sind bislang nur wenige Informatio-

nen Uber den Pyruvatgehalt insbesondere von soliden Tumoren verfugbar.

1.1 Pyruvat als zentraler Metabolit des Stoffwechsels

Als Endprodukt der im Cytoplasma stattfindenden Glykolyse steht Pyruvat an einem wichti-
gen Verzweigungspunkt des Stoffwechsels, an dem die Weichenstellung zwischen anaero-
ben und aeroben Wegen des Energiestoffwechsels erfolgt. Bei kérperlicher Ruhe oder gerin-
ger Aktivitat erfolgt die Energiebereitstellung hauptsachlich tUber den aeroben Stoffwechsel.
Unter diesen Bedingungen wird Pyruvat aus dem Cytoplasma in die Mitochondrienmatrix
transportiert. Dabei passiert es die auliere Mitochondrienmembran durch Porine, die innere
mit Hilfe eines speziellen Pyruvat-Carriers (Pyruvat/H*-Symporter). Der Multienzymkomplex
Pyruvatdehydrogenase (PDH) katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA, welches im Citratzyklus oxidiert und decarboxyliert wird. Die dabei entstehenden
Reduktionsaquivalente werden zur Erzeugung von biochemisch verfligbarer Energie in Form
von ATP Uber die oxidative Phosphorylierung genutzt. Bei ausreichender Sauerstoffversor-
gung werden nur geringe Mengen Laktat durch die Laktatdehydrogenase (LDH) aus Pyruvat
gebildet. Unter kérperlicher Belastung, wie z.B. erhdhter Muskelarbeit, steigt der Anteil des
»,anaeroben“ Stoffwechsels, und die Laktatproduktion nimmt zu. Bei der LDH-katalysierten
Reaktion wird NAD" regeneriert, so dass die Glykolyse auch bei Sauerstoffmangel ablaufen
kann. Das in der Muskulatur gebildete Laktat wird in den Blutkreislauf abgegeben und dient
in der Leber im Rahmen des Cori-Zyklus als Substrat fur die Glukoneogenese. Die dabei
entstehende Glukose kann je nach dem momentanen Status der Energieversorgung dem
Energiespeicher der Leber als Glykogen zugeflihrt oder direkt an den Blutkreislauf abgege-
ben werden.

Pyruvat steht auRerdem in engem Zusammenhang mit dem Aminosaurestoffwechsel. So ist
es eine wichtige Quelle fur die Synthese von Alanin, welches durch die reversible Transami-

nierung von Pyruvat entsteht.
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Der Transport von Monocarboxylaten, wie z.B. Laktat und Pyruvat, durch die Plasmamem-
bran der Zelle wird von Monocarboxylattransportern (MCT) bewirkt (Halestrap und Price,
1999). Bisher wurden 14 verschiedene humane MCT beschrieben, die sich in ihrer gewebe-
spezifischen Expression sowie in ihrer Spezifitat und Affinitat fir ihre Substrate und der Sen-
sitivitdt gegenlber Inhibitoren unterscheiden. Der Transport erfolgt im Symport mit einem
Proton und ist konzentrations- und pH-abhangig. Durch die MCT werden Zellen je nach phy-
siologischer Spezialisierung mit Ketonkdrpern und Laktat fir die Energieproduktion versorgt;
unter hypoxischen Bedingungen wird sichergestellt, dass durch die Glykolyse entstandenes
Laktat zusammen mit einem Proton aus der Zelle heraus transportiert werden kann. Die
meisten Zelltypen exprimieren MCT-1, wohingegen MCT-2 mit Gewebetypen assoziiert ist,
die eine hohe Aufnahme von Laktat und Pyruvat aufweisen (z.B. Nieren und Leber, aber
auch Neurone). MCT-2 qilt als hoch-affin flir Pyruvat und wird daher als hauptsachlicher
Transporter fur diesen Metaboliten im Menschen angesehen. MCT-4 kommt hauptsachlich in
hoch-glykolytischen Zellen wie Tumor- oder weilen Blutzellen vor; hier spielt der aus der
Zelle heraus gerichtete Transport von Laktat und Protonen eine wichtige Rolle (Dimmer et
al., 2000; Lin et al., 1998).

1.2 Pyruvat als diagnostische Grof3e bei Defekten der Pyruvatoxidation

Stoérungen der Pyruvatoxidation, wie sie bei Mitochondriopathien vorliegen, kdnnen verschie-
dene Ursachen haben. Die Defekte kénnen im Bereich des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes oder der Pyruvatcarboxylase, des Citratzyklus, in den Atmungsketten-Komple-
xen |-V oder im Bereich des ATP-Transportmechanismus liegen. Die Vererbung dieser De-
fekte kann durch die mitochondriale oder die kernkodierte DNA erfolgen. Im Falle einer Muta-
tion der mitochondrialen DNA liegen in einer Zelle oft mutierte und nicht mutierte DNA-
Kopien nebeneinander vor (Heteroplasmie). Erst wenn der Gehalt mutierter mitochondrialer
DNA einen organspezifischen Schwellenwert Uberschreitet, kommt es zu Funktionsstorun-
gen der Zelle und damit zu den Krankheitssymptomen. Funktionsstérungen der Mitochond-
rien betreffen besonders Organe mit hohem Energieumsatz wie Skelettmuskulatur, Gehirn,
Auge und Herz. Patienten mit mitochondrialen Erkrankungen weisen vielfaltige und unspezi-
fische klinische Symptome auf. Diese reichen von muskularer Hypotonie Uber geistige Re-
tardierung und Retinitis pigmentosa bis zur Kardiomyopathie. Stérungen des Magen-Darm-
Traktes oder des Zuckerstoffwechsels (Diabetes mellitus) kommen ebenfalls vor. Einige Pa-
tienten zeigen charakteristische Kombinationen verschiedener Symptome, die sich so defi-
nierten Krankheitsbildern zuordnen lassen. Die mitochondriale Enzephalomyopathie ist die

haufigste Krankheit dieser Gruppe im Kindesalter. Zu den Symptomen zahlen auch hier Mus-
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kelschwéache der Arme und Beine, aber auch jugendliche Schlaganfalle, epileptische Anfalle
und Schwerhdrigkeit (Deschauer, 2003; Simon und Johns, 1999).

Zur Diagnose dieser Erkrankungen werden in der Labordiagnostik neben anderen Parame-
tern die Konzentrationen von Laktat und Pyruvat und — falls erforderlich — das Laktat/Pyru-
vat-Verhaltnis (L/P) bestimmt (Darras und Friedman, 2000). Dabei kommen meist photomet-
rische Methoden zum Einsatz, bei denen die Metabolite in Gewebextrakten (meist von Blut,
aber auch von Gewebebiopsien) gemessen werden; hier wird nicht speziell nach intra- oder
extrazellularem Metabolitgehalt unterschieden. Physiologische Laktat- bzw. Pyruvatkonzen-
trationen im arteriellen Blut liegen in Ruhe bei <1 mM bzw. 0,1 mM (Keul et al., 1972; Luft,
2001; Ong et al., 2004). Im ruhenden Muskel werden fir Pyruvat Werte von 0,13 bis
0,53 umol/g Gewebe gefunden, fir Laktat 1,8 bis 5,4 umol/g (Sahlin et al., 1987; Tsintzas et
al., 2000; Watt et al., 2004). Pyruvat kann unter intensiver kdrperlicher Belastung oder nach
der Anstrengung in der Erholungsphase im Muskel bis zu 1,51 ymol/g, Laktat bis zu
113 uymol/g ansteigen (Putman et al., 1999; Sahlin et al., 1976). Wird in Ruhe im Blut ein
erhohter Laktatspiegel (> 2 mM) ermittelt, so wird zusatzlich die Pyruvatkonzentration im
selben Gewebe bestimmt. Eine Laktazidose, der Anstieg des Laktatgehaltes im Blut bei
gleichzeitigem Abfall des pH-Wertes, kann in ausgepragten Fallen zu einem Schock und
Versagen der Nierenfunktion fihren (Riede und Schaefer, 1999; Wilichowski et al., 1997).
Unter physiologischen Bedingungen weist das L/P-Verhaltnis Werte von 4:1 bis 20:1 auf
(Clay et al., 2001; Keul et al., 1968; Luft, 2001). Ein normaler L/P-Quotient im Blut bei stark
erhdhtem Laktatwert deutet auf eine angeborene Defizienz der PDH oder Pyruvatcarboxyla-
se hin. Deutlich erhdhte L/P-Verhaltnisse (bis > 50) mit Laktazidose sind auf Defekte in
Komplexen der Atmungskette zurtckzufuhren (Korenke, 2002; Wilichowski et al., 1997). Eine
niedrige Laktat- mit gleichzeitig erhéhter Pyruvatkonzentration deutet auf eine LDH-Defizienz
hin (Cornelio und Di, 1985).

Bei der symptomatischen Therapie von Mitochondriopathien ist zu berlcksichtigen, dass die
biochemischen Defekte heterogen sind, gewebespezifische und/oder zeitabhangige Expres-
sionen zeigen und kombiniert auftreten kénnen. Ziel der Therapien ist im Allgemeinen, die
mitochondriale ATP-Produktion zu steigern und einen Ruckstau von Metaboliten des Inter-
mediarstoffwechsels zu reduzieren. Daher gibt es verschiedene Prinzipien zur Behandlung.
Durch spezifische MaRnahmen wird versucht, die endogene Uberproduktion von Stoffwech-
selprodukten zu regulieren; Enzymdefekte sollen durch Elektronenakzeptoren oder -dona-
toren Uberbriickt werden; bei noch bestehender Restaktivitat betroffener Enzyme sollen die-
se durch Gabe von Cofaktoren, Vitaminen und Enzymaktivatoren erhéht werden (Przyrem-
bel, 1987; Wilichowski et al., 1997). Hierzu zahlen z.B. Faktoren, die die Aktivitdt der PDH
direkt oder indirekt erhdhen. Zu letzteren zahlt Dichloroacetat (DCA), welches nach seiner

chemischen Struktur ein Pyruvatanalogon ist und durch Inhibition der PDH-Kinase (PDK) als
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indirekter PDH-Aktivator fungiert, da dieser Enzymkomplex durch Phosphorylierung inakti-
viert wird (Klyuyeva et al., 2007). Als weitere MaRnahme flur Betroffene mit mitochondrialen
Defekten gilt der Schutz vor oxidativen Schaden durch die Gabe von Antioxidantien. Stérun-
gen der oxidativen Phosphorylierung scheinen mit einer gesteigerten Bildung von Sauerstoff-
radikalen einherzugehen, welche eine Destabilisierung der inneren Mitochondrienmembran
und eine zunehmenden Schadigung der dort lokalisierten Enzymsysteme bewirken. Zur Be-

handlung werden hier Vitamin E oder Coenzym Q10 eingesetzt (Wilichowski et al., 1997).

1.3 Pyruvat als Bestandteil des Redox-Systems

Der Begriff Redoxstatus ist nicht genau definiert; urspriinglich beschreibt er die Konzentrati-
onsverhaltnisse zwischen einzelnen interkonvertierbaren oxidierten und reduzierten Formen
spezifischer Redoxpaare (wie z.B. Laktat/Pyruvat, NAD(P)H+H'/NAD(P)", GSH/GSSG).
Schafer und Buettner (2001) schlagen den Term ,Redoxmilieu” vor, welcher sich nicht nur
auf den Status eines einzelnen Redoxpaares bezieht, sondern den Status eines ,Sets” meh-
rerer Paare in biologischen Flissigkeiten, Organellen, Zellen oder Geweben beschreibt.
Normalerweise liegt zwischen oxidativen und reduktiven Prozessen ein Gleichgewicht vor.
Das Redoxmilieu des intrazellularen Milieus wird durch verschiedene redoxaktive Kompo-
nenten, wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS), beein-
flusst. Man spricht von ,oxidativen Stress", wenn ein Ungleichgewicht zwischen der Produk-
tion von ROS und Neutralisierung dieser Substanzen durch zelleigene Schutzmechanismen
vorliegt. ROS entstehen im Organismus naturlicherweise als Nebenprodukt der Zellatmung
in den Mitochondrien. Nicht-physiologische Ursachen der Entstehung von ROS sind z.B. UV-
Strahlung, Umweltgifte, Zigarettenrauch, aber auch gegen Krebs gerichtete Therapien wie
ionisierende Strahlung oder Chemotherapeutika. Freie Radikale schadigen biologisches Ge-
webe dadurch, dass sie Molekile wie DNA, Lipide oder Proteine angreifen und damit Veran-
derungen des Erbguts verursachen, empfindliche Stérungen der Membranfunktionen hervor-
rufen oder Aktivitaten von Enzymen verandern.

Zum Schutz vor diesen reaktiven Komponenten stehen der Zelle verschiedene Abwehrsys-
teme zur Verfliigung. Das wichtigste ist das Glutathion-System (siehe Abbildung 1-1). Unter
physiologischen Bedingungen liegt Glutathion grofitenteils in seiner reduzierten Form (GSH)
vor. Das intrazellulare GSH/GSSG-Verhaltnis liegt normalerweise bei = 100:1. Die extrazel-
lulare Glutathionkonzentration ist 100- bis 1000-fach geringer als die innerhalb der Zelle
(Schafer und Buettner, 2001). Der Pentosephosphatweg (PPP) reguliert den GSH/GSSG-
Quotienten durch die Bereitstellung von NADPH+H", welches fiir die Reduktion von GSSG
zu GSH durch die Glutathionreduktase bendtigt wird. Neben GSH/GSSG spiegeln auch L/P
und NADH+H*/NAD" den Redoxstatus der Zelle wider. Im Gegensatz zu Glutathion liegen
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cytosolische Nikotinamidadenindinukleotide unter aeroben Bedingungen hauptsachlich in der
oxidierten Form (NAD") vor. Das Verhaltnis von NADH+H/NAD" ist abhangig von der Glyko-
lyserate und der Zellatmung und ist daher eng mit der Umwandlung von Pyruvat zu Laktat
durch die LDH verkniipft. Das NADH+H'/NAD"-Verhaltnis liegt im Bereich von 1:10 bis
1:2000 (Mitka, 2005; Schafer und Buettner, 2001). Bei den Angaben wird nicht zwischen den
Zellkompartimenten unterschieden.

Glykolyse Glukose Glutathion-System
PPP
Glukose-6-P > Ribulose-5-P
Fruktose-6-P NADP+ NADPH+H*
l PFK GR
Fruktose-1,6-BP GSH 68S6
NADH+H* HQO GFx NO2 + HQO
NAD* i bﬁ ATP
P t <
Laktat T yruva Pyruvat
H,0, ONOO-
Zellatmung / POH
NADH+H*
\ CO,+H,0 CO,+NO,
Acetyl-CoA Pyruvat > Acetat
CoA-SH
GPx = Glutathionperoxidase
NAD* GR = Glutathionreduktase
NADH+H"* LDH = Laktatdehydrogenase
OXPHOS = oxidative Phosphorylierung
PFK = Phosphofruktokinase-1
PDH = Pyruvatdehydrogenase-Komplex
ATP HO 0, ADP+P, PPP = Pentosephosphatweg

Abbildung 1-1: Pyruvat in Zusammenhang mit Glukoseabbau, Zellatmung und antixoda-
tivem System.

Pyruvat entsteht bei der Glykolyse und kann tber die LDH in Laktat umgesetzt werden. Durch
Decarboxylierung von Pyruvat durch die PDH entsteht Acetyl-CoA, welches in den Citratzyklus
eingeht. Die hier entstehenden Reduktionsaquivalente werden durch die oxidative Phosphory-
lierung in Energie in Form von ATP umgesetzt. Wird der glykolytische Flux in Richtung Pento-
sephosphatweg gelenkt, so entsteht NADPH+H", welches Glutathion in seiner reduzierten Form
(GSH) halt, in der es protektiv gegentber reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies, wie z.B.
H,O, oder ONOO’, wirkt. Auch Pyruvat kann durch seine antioxidativen Eigenschaften diese
Substanzen nicht-enzymatisch, wie hier dargestellt, neutralisieren und so zum Zellschutz bei-
tragen.

Als klassischer Parameter flir den Redoxstatus wird das L/P-Verhaltnis verwendet, welches
unter physiologischen Bedingungen im Blut zwischen 4:1 und 20:1 liegt. Pyruvat tbt gegen-

satzliche Effekte auf den Redoxstatus in Cytosol und Mitochondrienmatrix aus: Im Mito-
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chondrium wird das Verhaltnis von NADH+H*/NAD" durch Oxidation von Pyruvat durch die
PDH und den Citratzyklus erhoht; im Gegensatz dazu wirkt Pyruvat im Cytosol oxidativ; er-
hohte Konzentrationen fuhren hier Uber das LDH-Gleichgewicht zu einem verringerten
NADH+H*/NAD"-Verhaltnis (Mallet und Sun, 1999).

Pyruvat hat auf direktem chemischen Weg antioxidative Wirkung (siehe Abbildung 1-1); es
decarboxyliert nicht-enzymatisch H,O, bzw. Peroxynitrit und macht diese Substanzen un-
schadlich (Mallet und Sun, 2003; O'Donnell-Tormey et al., 1987; Salahudeen et al., 1991).
Da Pyruvat Uber MCT aus der Zelle heraus und in die Zelle hinein transportiert werden kann,
ist es sowohl als intra- als auch extrazellulares Antioxidans anzusehen (Desagher et al.,
1997).

Es konnte gezeigt werden, dass Pyruvat einen steigernden Einfluss auf die NADPH+H"-
Konzentration und damit auf das NADPH+H*/NADP*-Verhaltnis hat. Erhdhte Pyruvatkon-
zentrationen fiihren zu einem Anstieg der Citratkonzentration im Mitochondrium. Citrat wird
ins Cytoplasma transportiert, wo es die Phosphofruktokinase inhibiert, was bei ausreichender
Konzentration von NADP™ zu einer gesteigerten Produktion von NADPH+H" durch den Pen-
tosephosphatweg fiihren kann. Erhohte NADPH+H"-Konzentrationen steigern wiederum das
GSH/GSSG-Level, was zum Zellschutz beitragt. (Mallet und Sun, 2003; Mongan et al.,
2002).

1.4 Der Energiehaushalt von Tumorzellen

Tumorzellen weisen im Vergleich zu normalen Zellen genetische, biochemische und histolo-
gische Besonderheiten auf. Eine auffallige Besonderheit von Tumorzellen ist im Energie-
stoffwechsel zu finden. Maligne Zellen beziehen haufig einen Groliteil ihres ATPs aus der
Glykolyse, durch eine erhdhte Aufnahme von Glukose, einen erhdhten glykolytischen Flux
und die Reduzierung von Pyruvat zu Laktat. Dabei wird das fir den Ablauf der Glykolyse
erforderliche Oxidationsmittel NAD" regeneriert. Dieser Prozess findet in Tumorzellen sogar
in Anwesenheit von Sauerstoff statt (,aerobe Glykolyse“) und wurde erstmals 1929 von Otto
Warburg beobachtet (Gatenby und Gillies, 2004; Zu und Guppy, 2004). Erhéhte Expressi-
onsraten glykolytischer Enzyme, LDH und Glukosetransportern sind neben Defekten der
mitochondrialen Atmung Griinde flir den gesteigerten Glukoseverbrauch (Moreno-Sanchez
et al., 2007; Semenza, 2007).

Die Mehrzahl solider Tumoren weist sich durch einen gegeniiber normalen Geweben ernied-
rigten Sauerstoffpartialdruck (pO,) aus. Obwohl ein solcher Zustand Ublicherweise als ,0»-
Mangel“ oder auch als ,Hypoxie“ bezeichnet wird, existiert kein einheitlicher pO,, der als ge-
nerelle Grenze zur Hypoxie anzusehen ist. Vielmehr ist der Begriff methodisch definiert. So

spricht man beispielsweise von einer strahlenbiologischen Hypoxie, wenn Zellen durch ver-
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minderte O,-Zufuhr messbar strahlenresistent werden. Dies ist im Allgemeinen bei pO.-
Werten von weniger als 10 mmHg der Fall (Hockel und Vaupel, 2001). Unter diesen Bedin-
gungen reichern Zellen den Transkriptionsfaktor HIF-1a (Hypoxie inducible factor-1a) an, der
als Heterodimer mit HIF-1B das Protein HIF-1 bildet. Dieses beeinflusst eine Vielzahl von
Genen, darunter auch solche, die in Zusammenhang mit der glykolytischen Aktivitat stehen.
Dazu gehdren alle glykolytischen Enzyme sowie LDH und Glukosetransporter (Semenza,
2007). HIF-1a inhibiert auBerdem indirekt die Aktivitat der PDH, indem es die Expression der
PDH-Kinase-1 (PDK1) erhéht, die die PDH durch Phosphorylierung im inaktiven Zustand halt
(Simon, 2006). Somit wird auch unter Sauerstoffmangel der Glukoseabbau verstarkt gefor-
dert.

Nicht alle Tumorzellen sind ausschlieB3lich auf die Glykolyse angewiesen. Einige favorisieren
die Bereitstellung von ATP durch die oxidative Phosphorylierung, andere betreiben beide

Wege gleichermallen (Moreno-Sanchez et al., 2007).

1.5 Zusammenhang zwischen Glykolyse und Tumormalignitat

Durch die gesteigerte Glykolyserate wird im Tumorgewebe verstarkt Laktat gebildet. Eine
klinisch diagnostische Relevanz dieses Metabolits konnte in verschiedenen unabhangigen
Studien an drei unterschiedlichen Tumorentitaten gezeigt werden. So korreliert ein hoher
Gehalt an Laktat im Primartumor mit einem verstarkten Risiko der Metastasierung in Karzi-
nomen des Gebarmutterhalses (Walenta et al., 2000), des Kopf-Hals-Bereichs (Brizel et al.,
2001) und in Adenokarzinomen des Rektums (Walenta et al., 2003). In den Studien der bei-
den zuerst genannten Entitaten konnte eine signifikant verringerte Uberlebensrate der Pati-
enten mit so genannten Hochlaktattumoren im Gegensatz zu solchen mit Niedriglaktattumo-
ren festgestellt werden.

Andere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Glukosestoffwechsel und der
Strahlensensibilitat solider Tumoren, Tumormodellen (Sphéroid) und Tumorzellen herstellen.
Demnach weisen Tumorzellen, bei denen die Glykolyse inhibiert wird, eine héhere Sensibili-
tat gegenlber Bestrahlung (fraktioniert und Einzeldosis) auf, bzw. zeichnen sich Hochlaktat-
tumoren durch eine starkere Strahlenresistenz aus (Gorlach und Acker, 1994; Lin et al.,
2003b; Quennet et al., 2006). Gorlach & Acker (1994) und Yaromina et al. (2006) konnten

dabei keinen Zusammenhang mit der Spharoid- bzw. Tumoroxygenierung feststellen.
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1.6 Pyruvat als prognostischer Faktor in der Tumortherapie?

Ansatze der Tumortherapie sind neben vielseitigen anderen Strategien die Behandlung mit
Rontgen- oder ionisierender Strahlung und/oder der Einsatz von Chemotherapeutika. Dabei
entstehen im Gewebe ROS, die auf unterschiedliche Weise die Zellen schadigen. Durch die
gesteigerte Glykolyserate im Tumorgewebe wird vermehrt Pyruvat produziert, welches z.B.
unter Hypoxie zu einer Akkumulation von Laktat im Gewebe filhren kann oder unter Umstan-
den selbst angereichert wird. Durch seine antioxidativen Eigenschaften kann Pyruvat Zellen
vor metabolischem Stress schitzen. Im Falle von Tumorzellen wirde dies dem Tumor einen
Vorteil gegentiber solchen Therapieansatzen schaffen, die auf der Induktion von metaboli-
schem Stress durch ROS beruhen. Ein hoher Pyruvatgehalt im soliden Tumor sollte demzu-
folge mit einer erhdhten Strahlenresistenz einhergehen. Quennet et al. (2006) konnten einen
solchen Zusammenhang zwischen Laktat, welches ebenfalls antioxidative Eigenschaften
besitzt (Groussard et al., 2000), und der Strahlensensibilitdt in humanen Xenotransplantaten
finden. Als Mal} flr die Strahlensensibilitat eines Tumors wurde die so genannte TCDso (Tu-
mor Control Dose) herangezogen. Sie ist definiert als die Strahlendosis, die bendtigt wird,
um 50 % eines Tumorkollektivs lokal zu entfernen (Yaromina et al., 2006). Ob Pyruvat allein
oder aber das L/P-Verhaltnis als Abbild des Redoxstatus im Tumorgewebe eine pradiktive
Aussage uber die Strahlensensibilitat und damit den Behandlungsmaoglichkeiten solider Tu-

moren zulasst, ist bisher unklar.

1.7 Aufgabenstellung

Aufgabenstellung und Ziel des vorliegenden Projekts war die biochemische und experimen-
telle Entwicklung eines Verfahrens zur quantitativen Bestimmung von Pyruvat und die Dar-
stellung der raumlichen Verteilung dieses Metabolits in schockgefrorenen Gewebeproben.
Der Nachweis sollte Uber eine gekoppelte Biolumineszenzreaktion erfolgen, deren Licht-
emission mit Hilfe eines hoch-sensitiven Videosystems mit computergestitzter Bildverarbei-
tung registriert werden kann.

Biolumineszenz ist die Fahigkeit einiger Lebewesen, wie z.B. von Mikroorganismen, Insekten
oder Bewohnern der Tiefsee, Licht im sichtbaren Bereich zu erzeugen. Sie hat bei den ein-
zelnen Arten voéllig verschiedene Aufgaben; so dient sie zum Anlocken von Fortpflanzungs-
partnern oder Beutetieren, zur Kommunikation, als Warn- oder Drohgebarde; sie kann aber
auch zur Abschreckung, Ablenkung oder Tarnung dienen. Die Funktion der Biolumineszenz
im Leben der leuchtenden Organismen ist aber oft nur unzureichend geklart. Biolumineszenz
ist eine spezielle Form der Chemilumineszenz und entsteht natirlicherweise durch bioche-

mische Reaktionen in Zellen, bei denen chemische Energie in Form von Lichtquanten abge-
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geben wird. Eine Schlusselposition nehmen die so genannten Luziferasen ein: Sie katalysie-
ren die Umsetzung organischer Substratmolekile zu energetisch angeregten Intermediaten.
Bei der Ruckkehr in den Grundzustand senden diese die frei werdende Energie in Form von
Licht aus. Es handelt sich dabei also um eine so genannte kalte Emission, da die chemische
Energie ohne Warmeentstehung abgegeben wird. Die eingehende Erforschung der Biolumi-
neszenz begann im 19. Jahrhundert. Schon 1887 erkannte R. DuBois, dass flr die Biolumi-
neszenz jeweils eine Luziferase und ein Luziferin notwendig sind (Luziferase-Luziferin-Mo-
dell). Die Aufklarung der molekulargenetischen Vorgange begann 1982 mit dem Transfer von
Biolumineszenzgenen des Leuchtbakteriums Vibrio harveyi in E. coli (Winkler und Sicher,
1996).

Viele analytische Nachweisverfahren in den Bereichen Biologie, Chemie und Medizin nutzen
mittlerweile Biolumineszenz-basierte Techniken. Sie werden z.B. zum Nachweis oder Inter-
aktion von Proteinen oder als so genannte Reporter bei Analysen der Genregulation, zum
quantitativen Nachweis von ATP, zur Aktivitatsbestimmung von Enzymen, aber auch als Bio-
indikator fur Luftverschmutzungen verwendet. In vivo kdnnen Genexpressionsraten transge-
ner Tiere Uberwacht oder das Wachstum von Tumoren und Metastasen mit Hilfe spezieller
Sonden beobachtet werden (Roda et al., 2004; Sadikot und Blackwell, 2005; Welsh und Kay,
2005).

Biolumineszenz macht mit Hilfe einer speziellen Technik aber auch die Quantifizierung und
raumliche Darstellung von Metaboliten des Glukose- und Energiestoffwechsels in Geweben
moglich. Dazu werden zwei unterschiedliche Biolumineszenzsysteme verwendet. ATP wird
in einer direkten Lichtreaktion durch die Luziferase des Amerikanischen Leuchtkafers Photi-
nus pyralis umgesetzt (Abbildung 2-6) (McElroy und DelLuca, 1983). Bei den Nachweisen
von Laktat und Pyruvat handelt es sich um gekoppelte Enzymreaktionen, deren letzter und
damit Licht-produzierender Schritt durch die Luziferase aus dem Meeresbakterium Photo-
bakterium fischeri katalysiert wird. Der Laktat-Nachweis wird im Detail unter Abschnitt 2.7.2
beschrieben, die biochemischen Reaktionen sind in Abbildung 2-7 dargestellt. Die Grundla-
gen der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktion werden im Detail in Abschnitt 2.5.1

beschrieben. Abbildung 2-5 zeigt die gekoppelten biochemischen Reaktionen.

Die Pyruvat-abhangige Lichtreaktion sollte soweit etabliert werden, dass eine Kalibrierung
und damit Quantifizierung unbekannter Proben mdglich ist. Zudem sollte ein direkter Ver-
gleich der Metabolitverteilung mit der histologischen Struktur der Kryoschnitte erfolgen und
damit die Datenerfassung in definierten Geweberegionen ermdglicht werden. Anhand von
geeignetem Probenmaterial sollte die neue Methode angewendet und die Gewebeproben
hinsichtlich dieses Stoffwechselprodukts und anderer Parameter analysiert werden. Die Fra-

ge, ob Pyruvat als prognostischer Faktor klinisch relevant sein kdnnte, sollte eruiert werden.
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Durch Kombination der bereits etablierten Laktat-abhangigen Biolumineszenzmethode
(Mueller-Klieser und Walenta, 1993) sollte die Darstellung des regionalen L/P-Verhaltnisses
durch topographische Uberlagerung mit Bildern der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenz mit

Hilfe von speziellen Softwareprogrammen erarbeitet werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Gewebeproben und Tumormaterial

2.1.1 Gewebeproben fir Referenzmessungen
Schweineleber fir die Gewebehomogenate, die fir die Wiederfindungsexperimente der Bio-

lumineszenzmethode verwendet wurden, stammte aus dem Lebensmittelfachhandel. Sie

wurde bis zur Verarbeitung bei +5 °C gelagert.

2.1.2 Tumormaterial
Bei dem untersuchten Tumormaterial handelt es sich um Xenotransplantate (zur Erlauterung

siehe Abschnitt 2.1.3) humaner Tumorlinien aus dem Kopf-Hals-Bereich der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Baumann (Strahlentherapie und Onkologie, Technische Universitat Dres-
den). Das Material stammt aus einem DFG-finanzierten Projekt (Mu 576/14-1,-2,-3), welches
in unserer Arbeitsgruppe bearbeitet wurde (Quennet, 2007).

Des Weiteren wurden Biopsien zur Verfligung gestellt, die aus gemeinsamen Projekten von
Herrn Prof. Dr. Dr. Reichert (Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie,

Mainz) und Prof. Dr. Dr. A. Lehr (Pathologisches Institut, Mainz) stammen.

2.1.2.1 Xenotransplantate
Xenotransplantate entstehen durch die Transplantation lebender Zellen oder Gewebe von

einer Spezies in eine andere. In der vorliegenden Arbeit wurden acht humane, auf NMRI
(nu/nu) Mause xenotransplantierte Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem Kopf-Hals-
Bereich (HNSCC) analysiert; die Zelllinien sind in Tabelle 2-1 naher beschrieben. Die
UTSCC-Linien wurden im Labor von Dr. Grénman aus Tumorgewebe in vitro etabliert. FaDu
ist eine in Dresden kultivierte Sublinie der Zelllinie FaDu (ATCC: HTB-43). Die weiteren Tu-
morlinien wurden kauflich erworben; XF354 vom Deutschen Krebsforschungszentrum Hei-
delberg, SAS von der Health Science Research Resources Bank und Cal33 von der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ). Die Mause stam-
men aus dem Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultdt der TU Dresden. Die hier
verwendeten Xenotransplantate entstammen Tumoren, die durch Zellinjektionen der ent-
sprechenden Linien etabliert und anschlieend in kleine Stiicke (ca. 1 mm im Durchmesser)
zerteilt wurden. Diese wurden nach einer Ganzkoérperbestrahlung (4 Gy; 200 kV Réntgen,
0,5 mm Cu Filter, 1 Gy/min) den 7-14 Wochen alten Tieren unter Anadsthesie subkutan ins
rechte Hinterbein transplantiert. Direkt nach der Entnahme des Tumors wurde dieser in flis-

sigen Stickstoff Gberfihrt und dann bei wenigstens -20 °C aufbewahrt. Der Versand des Pro-
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benmaterials nach Mainz erfolgte stets auf Trockeneis. Fir die Durchfihrung der beschrie-
benen Experimente an Mausen lag eine Tierversuchsgenehmigung des Regierungsprasidi-
ums Dresden vor. Als strahlenbiologisches Charakteristikum der Tumorlinien diente die
TCDsg; sie beschreibt die Strahlendosis (Gy), die notwendig ist, um 50 % eines Tumorkollek-
tivs lokal zu kontrollieren. Weitere Details zu den Versuchstieren, der Implantationstechnik,
dem Bestrahlungsplan, der strahlenbiologischen Charakterisierung und der Tumorentnahme

finden sich in Yaromina et al. (2006).

Tabelle 2-1: Charakterisierung der auf Mause xenotransplantierten humanen Plattene-

pithelkarzinomlinien.
Tumor Ursprung Histologie TCDso
[95 % KIJ**
Cal33 Primirmmor Grad [90,11(;)51’30,6]
FaDu o Grad IV [78,%?’55,6]
SAS Primirimor Grad IV [11 51,3;6i10,2]
UT-SCC-5 Vetanase Grad i [99,19?%28,8]
UT-SCC-14 rekurrentzel:rll%ﬁnértumor Grad ll [46,54?,518,3]
UT-SCC-15 Primirmor Grad | [63,5;81’108,8]
UT-SCC-45 persistli\glrjtg(rj%or?rﬁgrtumor Grad |l [33,‘;3?’541,3]
XF354 LK Motaptase Grad | [40,‘5’544,6]

*TCDso = Tumor Control Dose nach Yaromina et al. (2006)

**Kl = Konfidenzintervall.

Alle weiteren Angaben sind der Dissertation von V. Quennet (2007) enthnommen bzw. Infor-
mationen der AG Baumann, TU Dresden.

2.1.2.2 Humanbiopsien
Bei den analysierten Proben handelt es sich um Biopsien maligner Plattenepithelkarzinome

des Kopf-Hals-Bereichs aus Zahnextraktionsmaterial.

Die Entnahme der Biopsien fand vor der eigentlichen Tumorresektion statt. So war auszu-
schlielRen, dass sich die Metabolitgehalte durch operative Manipulation verdnderten. Die
Biopsien wurden sofort nach Entnahme in flissigem Stickstoff eingefroren und weiterhin bei
-80 °C aufbewahrt. Klinische Daten der Patienten sind in Tabelle 2-2 aufgefuhrt. Dort ist die
so genannte TNM-Klassifizierung der Biopsie angegeben. "T" steht fur Tumor und bezeich-
net die Ausdehnung des Primartumors, wobei ein Tumor, der mit T1 klassifiziert wurde,
hdchstens 2 cm betragt, bis hin zu T4, einem Tumor gréRer als 5 cm. "N" steht fir Nodus

und beschreibt das (Nicht-)Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen. Dabei
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bedeutet NO, dass es keine Anzeichen fur einen Lymphknotenbefall gibt, Zahlen bis 3 zeigen
einen zunehmenden Befall der Lymphknoten an. "M" steht fir Metastase und stellt das Feh-
len bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen dar. Dabei zeigt MO keine Anzeichen, M1 je-

doch die Existenz von Metastasen an.

Tabelle 2-2: Klinische Daten der Patienten der HNSCC-Biopsien.

Lo . Proben-

Biopsiebezeichnung | Spender entnahme T N M
HF Q 20.03.1998 4 0 0

TRO2 3 07.06.2000 - 1 0

TRO3 Q 06.12.2000 1 0 0

TR04 3 21.12.1998 4 2 0
TRO6 3 12.01.1999 2 1 0
TR10 3 03.08.2000 4 2 0

TR11 3 22.01.2001 2 2 0

TR18 3 16.05.2000 4 2 0

TR19 3 31.07.2000 2 0 0

T = Tumor; N = Nodus; M = Metastase.

2.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Herstellung der Gefrierschnitte wurden die Gewebeproben der humanen HNSCC-
Biopsien zunachst fur 20 Minuten in das Kryomikrotom gelegt, um einen Ausgleich der Tem-
peratur innerhalb des Kryostats und des zu schneidenden Objekts zu gewahrleisten. An-
schlielRend erfolgte das Aufbringen der Probe mit Hilfe von Einbettmedium auf einen Metall-
block. Bei einer ausreichenden GroRe wurden zur spateren Orientierungshilfe parallele
Stichkanale mit Hilfe einer speziellen Biopsiegabel in das Gewebe eingestochen. Abbil-
dung 2-1 zeigt die bei -20 °C angefertigten Schnittfolgen. Aufeinander folgend wurden jeweils
drei Schnitte fur die Histologie (10 um), je ein Schnitt fir die ATP- bzw. Laktat-abhangige
Biolumineszenzmessung (16 pm) und ein Schnitt fur die Verwendung fiir die Pyruvat-ab-
hangige Biolumineszenzmessung (20 um, siehe unten) angefertigt. Diese Reihenfolge (Se-
rie) wiederholte sich drei- bis viermal. Nach jedem Umstellen der Schnittdicke erfolgte ein
Fehlschnitt. Schnitte flr die Biolumineszenzmessungen wurden auf 60 x 24 mm grol3e, kurz
vorgekihlte Deckglaser aufgenommen und sofort fir 10 Minuten auf eine 100 °C heilRe
Heizplatte gelegt. Durch diese MaRnahme erfolgte die Denaturierung und Inaktivierung von
im Gewebe vorkommender Enzyme. Zusatzlich verdampfte so die komplette Feuchtigkeit
aus dem Gewebeschnitt. Bis zur Biolumineszenzmessung lagerten die Schnitte bei -20 °C.
Fur die Histologie wurden die Gewebeschnitte auf spezielle Adhasionsobjekttrager aufge-

nommen. Superfrost Plus-Objekttrager zeichnen sich durch eine permanente positive La-
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dung aus, wodurch sie frische Gefrierschnitte durch elektrostatische Anziehungskraft binden,
ohne dass spezielle Haftstoffe oder Proteinbeschichtungen notwendig sind. Des Weiteren
vermeidet Superfrost Plus-Glas bei den nachfolgenden Farbeverfahren unerwinschte Hin-
tergrundfarbungen. Nachdem die Schnitte flr die Histologie tGber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet waren, konnten sie fir 7 Minuten in Aceton fixiert und luftgetrocknet werden. Die

Lagerung der fixierten Objekte erfolgte bis zur immunhistochemischen Farbung bei Raum-

temperatur.
16 pm
A 20 um
ATP Laktat Pyruvat
10 um
Histologie
£
| /1
|L (C) 5 778tichkanéile
\ \
ra ~ s
Biopsie
Metallblock Einbettmittel

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung zur Herstellung von Schnittserien.
Gewebeproben wurden im Kryostat bei -20 °C in Serien geschnitten. Schnitte fur histologische
Untersuchungen wurden 10 pym, solche fir die Bestimmung von ATP und Laktat 16 ym, die fur
Pyruvat 20 ym dick geschnitten. Stichkanale in der Biopsie dienten der Orientierung bei der
spateren computergestiitzten Uberlagerung der Schnitte.

Die aus Dresden stammenden Xenotransplantate wurden dort in Serien geschnitten. Unmit-
telbar vor dem Schneiden erfolgte auch hier das Einbringen von parallelen Stichkanalen in
den Tumor zur spateren Orientierung. Von jeder Tumorlinie wurden zehn bis zwo6If Biopsien
hergestellt und geschnitten. Diese unterteilten sich in je funf bzw. sieben Segmente, wobei
aus jedem Segment Schnittserien hergestellt wurden. Daraus folgt, dass fiir jede Tumorbiop-
sie bis zu 7 Schnittserien und damit bis zu 7 Einzelschnitte fir Messungen der Metabolite
Laktat, ATP und Glukose zur Verfugung standen. Diese Messungen wurden im Rahmen des
zeitgleich laufenden DFG-geférderten Projekts (Mu 576/14-1,-2,-3) von Verena Quennet
durchgeflhrt und ausgewertet (Quennet et al., 2006; Quennet, 2007). Fur die Bestimmung
von Pyruvat dienten lediglich Schnitte vom Ende des jeweils letzten Segments. Allerdings

waren nicht von jeder Tumorlinie und Tumorbiopsie Schnitte verfligbar. Ein paralleler Schnitt
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diente zur Strukturfarbung mit HE. Schnittdicken und Fixierungen erfolgten wie oben be-
schrieben. Fir Pyruvat wurden die Schnitte anfanglich 16 um dick geschnitten. Spater wur-
den die Schnitte aufgrund einer hdheren Lichtausbeute 20 um dick geschnitten (siehe hierzu
Abschnitt 3.5 und Abbildung 3-12).

2.3 Histologische Untersuchungen

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
Die HE-Farbung ist die gebrauchlichste Ubersichtsfarbung, die Zellkerne und cytoplasmati-

sche Strukturen anfarbt. Sie erlaubt unter anderem eine Differenzierung zwischen vitalem
und nekrotischem Gewebe. Die Kyroschnitte (10 um Dicke) wurden Gber Nacht bei Raum-
temperatur getrocknet. Die Fixierung erfolgte fir 7 Minuten bei Raumtemperatur in Aceton.

Die HE-Farbung entsprach den Ublichen Standardprotokollen.

2.3.2 Cytokeratin-Farbung an Gewebeschnitten humaner HNSCC-Biopsien
Mit Hilfe der Biolumineszenztechnik ist es moglich, Metabolitvorkommen bestimmten Regio-

nen innerhalb des der Messung zugrunde liegenden Kryoschnittes zuzuordnen. Dies erfor-
dert die Anfertigung benachbarter Serienschnitte (siehe Abbildung 2-1). Die Identifizierung
von Tumorzellen epithelialen Ursprungs, wie es bei den hier untersuchten HNSCC der Fall
ist, erfolgte anhand der Markierung des epithelialen Markers Cytokeratin. So konnte fiir die-
sen spezifischen Gewebetyp der Metabolitgehalt innerhalb eines Kryoschnittes berechnet
werden. Cytokeratine sind Eiweil3e, die zur Stabilisierung der Struktur und Form einer Zelle
beitragen. Zurzeit sind 20 verschiedene Isoformen bekannt. Die Cytokeratine 1-8 gehdren
zur neutral-basischen Typ-B Subfamilie, die Cytokeratine 9-20 zur sauren Typ-A Subfamilie.
In epithelialen Intermediarfilamenten bilden diese Proteine Heterodimere aus Typ-A und
Typ-B Cytokeratinen. Welche Cytokeratine eine Zelle exprimiert, hangt vom Typ des Epi-
thels, dem Grad der Differenzierung und dem Entwicklungsstadium ab. Die Cytokeratin-
Farbung eignet sich somit zur Detektion des Tumorgewebes in den hier untersuchten Biop-
sien des Kopf-Hals-Bereichs. Der hier verwendete Multi-Cytokeratin Antikorper stellt ein Ge-
misch dar, das verschiedene Isoformen erkennt. In Kombination mit der Beurteilung des
HE-gefarbten Parallelschnitts ist somit eine eindeutige Zuordnung von Tumor- und Normal-
gewebe innerhalb eines Kryoschnittes moglich.

Kyroschnitte von 10 ym Dicke wurden nach dem Trocknen uber Nacht fur 7 Minuten bei
Raumtemperatur in Aceton fixiert und anschlief3end fur 20 Minuten luftgetrocknet. Die Schnit-
te wurden mit einem Fettstift umrandet und kurz in Aqua dest. rehydriert. Alle weiteren
Schritte fanden bei Raumtemperatur statt. Endogene Peroxidasen wurden fir 20 Minuten mit
0,6%iger H,O,-Ldsung (in 40 % Methanol in PBS) blockiert. War die Bildung von Luftblasen
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durch die Entstehung von Sauerstoff sehr stark, wurde erneut mit H,O, inkubiert, bis die Bla-
senbildung nachgelassen hatte. Anschliefend wurden die Schnitte dreimal fir je 2 Minuten
in PBS/Tween20 (PBS mit 0,1 % Tween20) gewaschen. Die Inkubation des primaren Anti-
korpers gegen humanes Cytokeratin (1:500 in Antikérperverdinnungspuffer) erfolgte fiir
1 Stunde in der feuchten Kammer. Als Negativkontrolle diente je ein Schnitt der zu untersu-
chenden Biopsie; hier wurde statt des primaren Antikorpers lediglich PBS aufgebracht. Es
wurde erneut dreimal je 2 Minuten in PBS/Tween20 gewaschen und anschliel’end unspezifi-
sche Bindungsstellen mit Ziegen-Normalserum (20 ul/ml Antikérperverdinnungspuffer) flr
30 Minuten blockiert. Nach einem weiteren, wie oben beschriebenen Waschschritt erfolgte
die Inkubation des Sekundarantikorpers gegen Kaninchen fir 30 Minuten in der feuchten
Kammer. Anschlielend wurden die Schnitte erneut gewaschen. Zuletzt fand die Detektion
des Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorpers mit Hilfe von DAB fir 5 Minuten statt. Dabei
wurde das Chromogen 1:50 in Substratpuffer, der unter anderem H,O, als Substrat enthalt,
verdinnt. Die an den sekundaren Antikdrper gekoppelte Peroxidase bildet mit seinem Sub-
strat einen Komplex, wobei DAB als elektronenspendendes Chromogen fungiert. Die frei
werdenden Protonen oxidieren das Chromogen zu einem braunen Endprodukt. Anschlie-
Rend wurden die Schnitte zweimal fur je 2 Minuten in PBS und danach in Aqua dest. ge-
taucht und zuletzt fir ca. 3 Minuten in Hdmalaun gefarbt. Blauen, Entwassern und Eindecken

verlief nach standardisiertem Protokoll.

2.4 Das bildgebende Biolumineszenzverfahren

Zur Bestimmung des ATP- und Laktatgehalts in Gewebeschnitten wurden bereits bestehen-
de, auf Biolumineszenz beruhende Techniken verwendet. Diese werden in Abschnitt 2.7 be-
schrieben. Flr weitere Informationen zur Bestimmung dieser Metabolite sieche Walenta et al.
(2004) und Mueller-Klieser und Walenta (1993). Darlber hinaus wurde eine neue Technik
zur Quantifizierung von Pyruvat und dessen raumlicher Verteilung in Kryoschnitten beliebiger
Gewebe entwickelt. Das Prinzip der biochemischen Reaktionen ist in Abschnitt 2.5.1 be-
schrieben und schematisch dargestellt (siehe Abbildung 2-5). Die methodische Etablierung
der Biochemie und des Messverfahrens ist ebenfalls in Abschnitt 2.5 erklart und wird bezlg-

lich ihrer Anwendbarkeit im Ergebnisteil charakterisiert.

2.4.1 Messaufbau und Registrierung
Die Apparatur zur Registrierung der Biolumineszenz ist in Abbildung 2-2 dargestellt. Sie be-

steht aus einer metallischen Messform mit Reaktionsmulde innerhalb einer thermostatisier-
ten Kammer mit Schublade. Diese befindet sich auf dem Objekttisch eines Mikroskops mit

einem 1,25x-Objektiv. An das Mikroskop ist ein System aus Photonenverstarker und orts-
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empfindlicher, digitaler CCD-Kamera angeschlossen. Uber eine Verbindungsschnittstelle
werden die digitalen Daten auf einen Computer Ubertragen. Die gesamte Anordnung aus
Mikroskop, Messkammer, Photonenverstarker und Kamera befindet sich innerhalb einer

.Black Box“, um die Detektion von Hintergrundlicht zu vermeiden.

H— CCD-Kamera

Photonen-
verstarker

o
i Messkammer

Wasserkiihlung

Messmulde

Reaktionskammer

Abbildung 2-2: Schema der Biolumineszenzapparatur.

Die Biolumineszenzapparatur besteht aus einer thermostatisierten Messkammer (detaillierte
Darstellung auf der rechten Seite) auf dem Objekttisch eines Mikroskops mit angeschlossenem
Photonenverstarker und CCD-Kamera zur Registrierung der Biolumineszenz. Die gesamte Ap-
paratur befindet sich in einem lichtgeschutzten Schrank innerhalb eines klimatisierten Raumes.
Auf einem Deckglas befindliche Gefrierschnitte werden kopflber in eine Enzymldsung getaucht,
die sich in der Messmulde der Reaktionskammer befindet. Dieses ,Sandwich® wird in die
Schublade der thermostatisierten Messkammer auf dem Objekttisch des Mikroskops Uberfihrt.
Die einsetzende Lichtemission wird mit einem hoch-empfindlichen Photonenverstarker und
einer CCD-Kamera aufgenommen.

2.4.2 Das Prinzip der Photonenregistrierung
Bei den Biolumineszenzreaktionen entstehen sehr schwache Lichtereignisse. Sie liegen im

Bereich von weniger als 10® Photonen/(mm?xs). Um diese geringen Lichtintensitaten regist-
rieren zu kdnnen, muss das Nachweissystem sowohl eine sehr empfindliche Aufnahme- als
auch Verstarkereinheit besitzen. Dies wird durch das Hintereinanderschalten einer Photoka-
thode, einer zweistufigen Mikrokanalplatte (Multichannel-Plate, MCP) und einem Phosphor-
schirm erreicht. Eine CCD-Kamera nimmt dann das Leuchten des Phosphorschirms auf. In

Abbildung 2-3 ist die Registriereinheit und deren Funktionsweise schematisch dargestellt.
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Die MCP ist entscheidend flr die Intensitat und Auflésung des Bildes. Im Folgenden wird

daher die Funktionsweise eines solchen Verstarkers naher beschrieben.

Zweistufen-
MCP

En e
By e CCD-Kamera
—+lid

Photokathode \

~—~ Leuchten des

Photonen\ By £ Phosphorschirms
S
e BN
N T P vervielfachte
E»j] — Sekundarelektronen
S
EJ =) \ Phosphorschirm
1 -

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Registriereinheit der Biolumineszenz.

Das auf die Photokathode auftreffende Photon [6st ein Elektron aus, welches durch den Multi-
channel-Plate vervielfacht wird. Die Sekundarelektronen treffen dann auf einen Phosphorschirm
auf, dessen Leuchten von einer nachgeschalteten CCD-Kamera registriert wird. Modifiziert nach
Informationen der Firma Hamamatsu.

2.4.3 Der Multichannel-Plate-Verstarker
MCPs sind flachenhafte, bildauflosende Sekundéarelektronenvervielfacher. Sie bestehen aus

Millionen sehr dinner leitfahiger Glaskapillaren, die einen Durchmesser von 6 bis 25 ym ha-
ben. Diese werden verschmolzen und zu dlinnen Platten geschnitten, wobei die Dicke dieser
Platten typischerweise bei 0,48 mm liegt. Auf der Eingangs- und Ausgangsseite befinden
sich Elektroden. Trifft ein Photoelektron durch die elektrostatische Spannung in eine solche
Faser ein, trifft es auf die Kanalwand und lost dort weitere Elektronen aus. Die Kanale sind
um 5° bis 15° gegen die Plattenachse gedreht, so dass die einfallenden Elektronen mit Si-
cherheit mehrmals die Kanalwand treffen. Sie werden dann von der zwischen den Platten
langs der Kanale anliegenden elektrischen Spannung beschleunigt und vervielfachen sich
bei jedem Wandsto3. Jeder Kanal funktioniert also als ein unabhangiger Sekundarelektro-
nenmultiplikator. An der Austrittsseite hat sich die Zahl der Elektronen durch Vielfachstdlie
mit der Kanalwand um das ca. 1000fache erhoht. Durch eine Nachbeschleunigungsstrecke
werden die verstarkten (vervielfachten) Elektronen auf den eigentlichen Detektor gelenkt,
zum Beispiel wie hier, auf einen Phosphorschirm. Dort 16sen die Sekundarelektronen ein

Leuchten aus. Ein Schema eines Multichannel-Plates ist in Abbildung 2-4 dargestellt.
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Kandle (12 pm)

Abbildung 2-4: Schematische Darstellung eines Multichannel-Plates.

Das Multichannel-Plate besteht aus Millionen einzelner Glasfaserkanale, die jeweils unabhangig
voneinander als Sekundarelektronenvervielfacher (blauer Kasten) dienen. Informationen der
Firma Hamamatsu nachempfunden.

2.4.4 Verarbeitung der Bildinformation
Das Leuchten des Phosphorschirms wird durch eine CCD-Kamera aufgenommen. Es kon-

nen also direkt zweidimensionale Intensitatsverteilungen registriert werden. Das System bie-
tet einen speziellen Aufnahmemodus fur schwache Lichtereignisse, der als Photon Counting
Acquisition bezeichnet wird. Dabei werden im Abstand von 0,04 Sekunden die auf dem
Phosphorschirm entstehenden Leuchtflecke registriert und anschlieRend im Bildspeicher
akkumuliert. Durch die Messzeit wird die Anzahl der kumulierten Teilbilder festgelegt. Bei
einer Messzeit von 60 Sekunden entspricht dies einer Addition von 1500 Einzelbildern. Die
Einzelbilder besitzen eine Auflésung von 768x574 Pixel; jedes Pixel hat eine Informationstie-
fe von 16bit. Die gewonnenen Bilder werden im ,tagged image file format* (TIFF) gespei-
chert. Die Software ImageJ kann diese Graustufenbilder mit 16bit Tiefe direkt verarbeiten.
Fur das Auswerten mit Photoshop missen die 16bit-Bilder in ein 8bit-Format umgewandelt

werden.

2.4.5 Durchfihrung der Biolumineszenzmessung
Biolumineszenzmessungen erfolgten in einem auf 22 °C temperiertem und abgedunkeltem

Raum. Vor der Registrierung der Biolumineszenz wurde ein Durchlichtbild des Gewebe-
schnittes angefertigt, um die Intensitatsverteilungen der Lichtreaktion neben HE- und Cytoke-
ratin-gefarbten Parallelschnitten histologischen Strukturen zuordnen zu kénnen. Fir die
Messung wurde das mit einem Gewebe- bzw. Standardschnitt versehene Deckglas mit der

Oberseite nach unten und mittig auf der Mulde der metallischen Messform ausgerichtet und
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arretiert. Die Mulde wurde mit 60 yl Enzymlésung gefillt und der Schnitt luftblasenfrei mit der
Lésung in Kontakt gebracht. Dieses ,Sandwich“ wurde in die thermostatisierte Kammer
(20 °C flr ATP und Laktat, 30 °C fiur Pyruvat) innerhalb des Mikroskops transferiert. Nach
einer fUr das jeweilige zu bestimmende Stoffwechselprodukt definierten Inkubationszeit er-

folgte die Registrierung der Lichtemission flir einen festgelegten Zeitraum.

2.5 Entwicklung der Pyruvat-abhéngigen Biolumineszenzmethode

2.5.1 Biochemische Reaktionen der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenz
Das biochemische Prinzip basiert auf der Lumineszenz des Meeresbakteriums Photobakteri-

um fischeri. Abbildung 2-5 zeigt die Reaktionsfolge der Biolumineszenz mit Pyruvat als Aus-
gangssubstrat. Dieses wird mittels spezifischer Enzyme mit dem NAD(P)"/NAD(P)H+H"-
System gekoppelt, welches via Flavinmononukleotid (FMN und FMNH,) mit der bakteriellen
Luziferase verbunden wird. Pyruvat wird durch die PDH oxidativ decarboxyliert, wobei Ace-
tyl-CoA und CO, entstehen. Cofaktoren/-enzyme dieser Reaktion sind Thiaminpyrophosphat
(TPP), Coenzym A (CoA) und Nikotinadenindinukleotid (NAD"). AnschlieBend wird das dabei
entstehende NADH+H" durch die NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase (NFO) zu FMNH, umge-
setzt. Die Licht produzierende Reaktion wird an das generierte NADH+H" gekoppelt. Das
Enzym Luziferase katalysiert die Oxidation von FMNH, und Decanal, einem langkettigen
aliphatischen Aldehyd. Bei diesem Prozess entsteht Licht, welches der initialen Pyruvatkon-
zentration proportional war. Dies war eine entscheidende Voraussetzung fiir die quantitative
Pyruvatbestimmung in unbekannten Gewebeproben.

Zunachst wurde die ,Basisreaktion der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktion, also
die Umsetzung von Pyruvat durch die PDH, am Photometer und am Microplate Reader etab-
liert und optimiert. Danach wurden die Licht erzeugenden Reaktionen mit dieser Basisreakti-
on gekoppelt und die Biolumineszenz anhand von Standards definierter Pyruvatkonzentrati-
onen in der Biolumineszenzapparatur getestet und weiter optimiert. Erst dann erfolgte das
Kalibrieren der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzmethode mit Hilfe von Standardschnitten
(siehe Abschnitt 2.8.1). Zuletzt konnten so Gewebeproben anhand der Kalibrierungen hin-
sichtlich ihres Pyruvatgehalts und dessen Verteilung innerhalb des Schnittes untersucht wer-

den.
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CO; + Acetyl-CoA

Pyruvat ——F2H /:» NADH + H*

NAD* + CoA FMN
NFO

NAD* FMN + Fetts&ure + HO

FMNH, #"'fe’ase/l Licht

langkettiges Aldehyd + O»

Abbildung 2-5: Biochemische Grundlagen der Pyruvat-abhéngigen Biolumineszenzre-
aktionen.

Pyruvat wird durch die Pyruvatdehydrogenase (PDH) decarboxyliert. Das dabei entstehende
NADH+H" wird durch die NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase (NFO) unter Bildung von FMNH, um-
gesetzt. Dieses geht als Substrat in die sich anschlieRende Lichtreaktion ein, die von der bakte-
riellen Luziferase katalysiert wird.

2.5.2 Etablierung der Basisreaktion an Photometer und Microplate Reader
Zunachst wurde die Basisreaktion der neuen Biolumineszenzmethode, also die Pyruvatde-

hydrogenase-Reaktion allein, photometrisch getestet und optimiert. Dazu wurde die Zusam-
menstellung der enzymatischen Komponenten, Cofaktoren und Puffer geandert. Der erste
Versuch entsprach der Testprozedur flir das Enzym PDH gemal dem Protokoll der Firma
Sigma (Sigma Prod. No. P-5194 and P-7032). Die Konzentrationen dieses Ansatzes waren:
51 mM MOPS-CI (pH 7,4), 0,2 mM MgCl,, 0,01 mM CaCl,, 0,3 mM TPP, 0,12 mM CoA,
2 mM NAD", 2,64 mM L-Cystein (pH 7,4), 0,01 U/ml PDH und 5,1 mM Pyruvat. Wenn nicht
anders beschrieben, wurden diese Grundkomponenten verwendet und variiert. Fir alle Opti-
mierungstests wurden Pyruvatstandards in PBS (pH 7,4) angesetzt. Solche, die alter als vier
Wochen waren, wurden verworfen und durch frisch angesetzte Losungen ersetzt. Da spater
zu messende Gewebeextrakte in Perchlorsaure vorlagen, wurde der beste Test noch einmal
mit in Perchlorsdure angesetzten Standards in einem Tris-gepufferten System gemessen.
Dies wurde fur weitere Konzentrationsbestimmungen unbekannter Proben in Perchlorsaure

beibehalten.
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2.5.3 Kopplung der Basisreaktion an die Licht erzeugende Reaktion
Zu der photometrisch getesteten Basisreaktion wurden die Komponenten der Lichtreaktion

(FMN, Decanal, NFO und Luziferase) zugegeben und in die Reaktionsmulde der Biolumi-
neszenzapparatur pipettiert. Dazu wurden zunachst Standardlésungen gegeben und Photo-
nen flr einen festgelegten Zeitraum registriert. Spater erfolgte dieselbe Prozedur anhand von
Standardschnitten definierter Pyruvatkonzentrationen und Schnittdicke (siehe Abschnitt
2.8.1). Die gekoppelten Reaktionen wurden so weit optimiert, bis sich die entstehende Licht-

intensitat nicht wesentlich steigern liel3.

2.6 Stabilitat von Pyruvat

Um auszuschliel3en, dass endogene Enzyme die Biolumineszenzreaktion negativ beeinflus-
sen und die zu untersuchenden Metabolite weiter verstoffwechselt werden, mussten die Ge-
webeschnitte zunachst hitzefixiert werden. Mithilfe des LDH-abhangigen photometrischen
Tests (Abschnitt 2.10.3) wurden sowohl hitzebehandelte (30 Minuten, 121 °C, unter Druck)
und sonifizierte (30 Minuten auf Eis), als auch nicht behandelte wassrige Pyruvatldsungen

anhand von Standardkurven miteinander verglichen.

2.7 Enzymloésungen fur die Biolumineszenzreaktionen

2.7.1 Enzyml6sung fur den ATP-Nachweis
Das biochemische Prinzip der ATP-abhangigen Biolumineszenzreaktion ist in Abbildung 2-6

dargestellt. Die Luziferase aus dem Amerikanischen Leuchtkafer Photinus pyralis katalysiert
mit Magnesium als Cofaktor eine Adenylierung des Substrats Luziferin. Das entstehende
Adenylsaureanhydrid wird unter Abspaltung von AMP zu einer energiereichen Dioxetanver-
bindung oxidiert. Durch eine sich anschlieliende Decarboxylierung wird der Grundzustand
unter Aussenden eines Lichtquants wieder hergestellt.

Fir die Enzymlosung des Nachweises von ATP wurden 5 g gefriergetrocknete Abdomen von
Photinus pyralis fein gemdorsert und zu 100 ml eines HEPES-Arsenat-Puffers (0,2 M HEPES
mit 0,1 M Na,HAsO,, pH 7,6) gegeben. Arsenat dient als kompetitiver Inhibitor der Luzifera-
se, wodurch die Lichtreaktion zeitlich gestreckt wird. So werden langere Integrationszeiten
bei geringer Anderung der Lichtintensitaten méglich. Die Suspension wurde in einem Homo-
genisator unter Eiskuhlung zerrieben. Die in den Abdomen vorhandenen Luziferase sowie
das Luziferin wurden dadurch in Lésung gebracht. Unlosliche Bestandteile wurden far
10 Minuten bei 4 °C und 725 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, worin die
Kontrolle des pH-Wertes erfolgte. Die Lésung wurde mit 200 yl 1 M MgCl, versetzt, portio-
niert und bei -80 °C gelagert. Vor der Messung musste die aufgetaute Enzymldésung flr

30 Sekunden zentrifugiert werden. Nur der Uberstand wurde flir die Messungen verwendet.
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Die Technik der hier verwendeten ATP-abhangigen quantitativen Biolumineszenz wurde ers-
tmals 1990 von Walenta et al. (1990) beschrieben.

Luziferase
Mg**

Luziferin + O, + ATP > Oxyluziferin + PP; + AMP + CO, + Licht

Abbildung 2-6: Biochemische Reaktion der ATP-abhangigen Biolumineszenz.

ATP und Luziferin werden unter Sauerstoffverbrauch durch das Enzym Luziferase des Ameri-
kanischen Leuchtkafers Photinus pyralis in AMP, PP;, Oxyluziferin und CO, umgewandelt. Bei
dieser Reaktion entsteht Licht mit einem Emissionsmaximum bei ca. 560 nm.

2.7.2 Enzymlésung fur den Laktat-Nachweis
Zum Nachweis von Laktat wurde wie fir den Pyruvatnachweis die Luziferase des Meeres-

bakteriums Photobakterium fischeri verwendet. Die Licht produzierende Reaktion besteht
aus zwei Stufen, die ebenfalls von der NFO und der bakteriellen Luziferase katalysiert wer-
den (siehe hierzu Abbildung 2-7). Das spektrale Maximum des ausgesandten Lichts liegt im
blaugriinen Bereich nahe 500 nm.

Die Enzymldésung fur den Nachweis von Laktat bestand aus 50 mM Glutamat, 160 mM
NAD", 0,4 mM FMN, 0,5 mM DTT, 0,5 mM Decanal (in Methanol), 463 U/ml Laktatdehydro-
genase, 67 U/ml Glutamat-Pyruvat-Transaminase, 15 mU/ml Luziferase und 8 U/ml
NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase aus Photobacterium fischeri. Die Reaktionslésung wurde in
einem 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) aufgenommen. Zur Technik der Laktat-abhangigen

Biolumineszenz siehe Mueller-Klieser und Walenta (1993).

2.7.3 Enzymlésung fur den Pyruvat-Nachweis
Die Enzymldsung fur den Pyruvatnachweis via Biolumineszenz bestand aus folgenden

Grundkomponenten: MgCl,, CaCl,, TPP, CoA, NAD", L-Cystein, PDH, FMN, Decanal, NFO
und Luziferase in MOPS-CI (pH 7,4). Die Optimierung der Lésung zahlte zu den experimen-

tellen Kernaufgaben der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 2-7: Biochemische Reaktionen der Laktat-abh&ngigen Biolumineszenz.

Laktat wird durch die Laktatdehydrogenase (LDH) in Pyruvat umgewandelt. Dieses wird durch
die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) weiter umgesetzt und kann so nicht mehr in die
Umkehrreaktion eingehen. So verschiebt sich das Reaktionsgleichgewicht der LDH-kataly-
sierten Reaktion zugunsten der Pyruvatbildung. Das bei der LDH-katalysierten Reaktion entste-
hende NADH+H" wird durch die NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase (NFO) unter Bildung von
FMNH, umgesetzt. Im nachfolgenden Schritt wird dieses unter Aussendung von Licht durch die

bakterielle Luziferase oxidiert.

2.7.4 Analyse der Eigenschaften der Reaktionsl6sungen

Die Reaktionslésungen fiir die Biolumineszenzmethoden unterscheiden sich je nach nach-

zuweisendem Metaboliten in verschiedenen Eigenschaften, wie z.B. maximaler Leuchtinten-

sitat, Zeit bis zum Erreichen des Kinetikmaximums, Temperaturoptimum und Integrations-

zeitraum. Durch die Aufnahme einer Reaktionskinetik in Echtzeit Uber einen Zeitraum von

5 Minuten wurden flr die einzelnen Enzymlésungen die in Tabelle 2-3 aufgelisteten Parame-

ter ermittelt.

Tabelle 2-3: Messparameter der Enzymlésungen zur Erfassung von ATP, Laktat und

Pyruvat in der bildgebenden Biolumineszenz.

Temperatur- ) ) . .
] Inkubationszeit Integrationszeitraum
Enzymldsung optimum )
C) (Sekunden) (Minuten:Sekunden)
ATP 21 30 1:00
Laktat 21 20 1:30
Pyruvat 30 8-12 1:30-2:00
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2.8 Kalibrierung der Biolumineszenz

Bei der quantitativen Bestimmung von Metaboliten mit Hilfe der bildgebenden Biolumines-
zenztechnik nutzt man die Tatsache, dass das emittierte Licht proportional zur Umsatzrate
des nachzuweisenden Stoffwechselprodukts ist. Durch Referenzmessungen an Gewebe-
aquivalenten mit bekannten Metabolitkonzentrationen, die gleichmaRig Uber einen speziell
angefertigten, so genannten Standardschnitt verteilt sind, wird eine Kalibrierung erreicht.
Durch die Messung einer Konzentrationsreihe innerhalb einer definierten Aufnahmezeit und
den daraus resultierenden Lichtintensitaten wird eine Kalibrierungskurve erstellt. Daraus
konnen spater Lichtintensitaten unbekannter Proben rechnerisch eindeutigen Konzentratio-

nen zugeordnet werden.

Bei der Biolumineszenzreaktion wird durch eine chemische Reaktion die lichtinduzierende
Substanz, hier mit A gekennzeichnet, umgesetzt, wobei ein elektronisch angeregter Molekiil-
komplex B* gebildet wird. Dieser kehrt anschlieBend unter Aussendung von Licht hvin den

Grundzustand B zurtick.

(G1) A—% sB*_* yBihy

Die vereinfachte Annahme bedeutet, dass diese beiden Teilreaktionen geschwindigkeitsbe-
stimmend sind. Wenn man davon ausgeht, dass die Bildung von B* quasi simultan zu des-
sen Verbrauch ablauft, dann gilt fir die Konzentrationsanderung von B* Uber die Zeit, eine

Reaktion 1. Ordnung, folgende Gleichung:

d[B*]

(2) dt

=k [A] -k,[B*]

Fir die Konzentration von A gilt:
(G3) [A]=[Al, xexp(=kyt)
[A]o stellt hier die Anfangskonzentration des lichtinduzierenden Substrats, zum Beispiel Pyru-

vat, dar. Setzt man dies in Gleichung (G2) ein und I6st die Differentialgleichung, dann ergibt

sich:

(G4) B *(t) = const x[A], " k_l " (exp(—k,t) —exp(—k,t))
2 1
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Die ausgesandte Lichtintensitat | ist der Zerfallsrate von B* und damit der Konzentration von

B* proportional.
(G5) | =const xk,[B*]
So erhalt man den zeitlichen Verlauf der ausgesandten Lichtintensitat:

(G6) I (t) = const x[A], ::1 iiz (exp(—k,t) —exp(—k,t))

2 1

Nach dieser Gleichung sind in Abbildung 2-8 theoretische Kinetikkurven dargestellt. Dabei

wurde davon ausgegangen, dass die Bildung von B* parallel zu dessen Verbrauch ablauft.

100
<+ Messzeit > 5
80 %
‘@ g
% E
E 60 1 Konzentration
=
Q2
1
2 40 —[A],
5 —[A1,2
= —[A) /4
20 - —[A1,/8
_ |
0 T T — T T T T
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Abbildung 2-8: Ermittlung von Inkubations- und Integrationszeit fiir Biolumineszenzmes-
sungen.

Vier theoretische Kinetikkurven nach Gleichung (G6) sind dargestellt. Die optimale Integrations-
zeit um das Maximum der Kinetikreaktion ist rot unterlegt. Die Zeit bis zum Beginn der Mess-
zeit —und damit der Registrierung entstehender Photonen — stellt die Inkubationszeit dar. Die
Ausgangskonzentration [A] des lichtinduzierenden Substrats wurde vom héchsten Wert begin-
nend jeweils halbiert. Die Kalibriergerade ergibt sich aus der integralen Lichtintensitat als Funk-
tion der Zeit.
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Ausgehend von der Kinetik einer Biolumineszenzreaktion (G6) ist die Lichtintensitat zu jedem
Zeitpunkt proportional zur Ausgangskonzentration [A]p der lichtinduzierenden Substanz. Dies

gilt ebenso fur das Integral der Lichtintensitat innerhalb eines festen Zeitintervalls:

(G7) Il I (t)dt = const x[A],

t
Die Details zu den Biolumineszenzkinetiken wurden von Schwickert (1995) beschrieben.

Damit ist es fir die Messung von Metaboliten in Gewebeschnitten moglich, die regionale
Konzentration der Ausgangssubstanz zu bestimmen, indem man das aus dem Schnitt emit-
tierte Licht fr ein definiertes Zeitintervall ortsabhangig integriert. Dabei wahlt man vorzugs-
weise einen Bereich um das Maximum der Intensitat (siehe Abbildung 2-8), um so die Integ-
rationszeit bei hoher Lichtausbeute gering zu halten und weiterhin eine Lateraldiffusion von
Enzymen und Substrat zu minimieren. Bei Einsatz von Gewebeaquivalenten mit bekannten
und gleichmaRig verteilten Metabolitkonzentrationen zur Kalibrierung, ergibt sich nach Glei-
chung (G7) ein linearer Zusammenhang zwischen dem Gehalt des Stoffwechselprodukts zu
Beginn der Messung und ausgesandter Lichtintensitdt. Voraussetzung fir die Verwendung
einer solchen Kalibrierung ist die exakt gleiche Schnittdicke von Standard und Gewebeprobe
(siehe hierzu auch Abbildung 3-12).

2.8.1 Standardschnitte fur die Kalibrierung der Biolumineszenz
Zur Kalibrierung der Biolumineszenzmessungen von ATP und Laktat wurden ausschlief3lich

in Einbettmedium eingeriihrte Standards verwendet. Fir die Kalibrierung der Pyruvat-ab-
hangigen Biolumineszenz wurden sowohl diese als auch Gewebehomogenatstandards be-
nutzt (siehe Abschnitt 2.8.3). Standards in Einbettmedium wurden im Gegensatz zu Gewebe-

homogenatstandards und Gefrierschnitten von Tumorproben nicht hitzefixiert.

2.8.2 Laktat und ATP
Je drei Volumenteile Einbettmedium wurden mit einem Volumenanteil Laktatiésung in 0,1 M

Phosphatpuffer bzw. ATP-Lésung in HEPES-Arsenat-Puffer bekannter Konzentrationen fir
30 Minuten geruhrt und bei -20 °C eingefroren. Zur Herstellung der Standardschnitte wurden
die zahflissigen Suspensionen aufgetaut, drei- bis viermal invertiert und anschlielend ein
Tropfchen auf einen vorgekuhlten Metallblock aufgebracht und fur ca. 10 Minuten im Kryo-

stat gekihlt. Danach wurden 16 pm dicke Schnitte bei -20 °C angefertigt. Die Schnitte wur-
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den auf kurz vorgekiihlte Deckglaser aufgenommen und flr mindestens ein bis zwei Wochen

bei -20 °C zur Gefriertrocknung aufbewahrt.

2.8.3 Pyruvat

2.8.3.1 Konzentrationsstandards in Einbettmedium
Die Pyruvatlésungen bekannter Konzentrationen wurden wie oben beschrieben in Einbett-

medium eingerihrt. Die Schnittdicke fir die Biolumineszenzmessung betrug hier allerdings

20 ym, da sie eine hohere Lichtintensitat ergab (siehe hierzu Abbildung 3-12).

2.8.3.2 Konzentrationsstandards in Gewebehomogenaten
150 g Schweineleber wurde in etwa 2 cm® groRe Stiicke geschnitten und fiir 40 Minuten bei

90 °C in PBS erhitzt. Nach Entnahme der Stlicke aus der Flussigkeit wurden sie mit Hilfe
eines Mixers zu einem homogenen Brei zerkleinert. AnschlieRend wurde dieser durch ein
feinmaschiges Metallsieb gepresst, um noch vorhandene kleinere Septen und Fasern zu
entfernen. Im Falle eines zu trockenen Homogenats, wurde es mit PBS angefeuchtet und gut
durchmischt. Im umgekehrten Fall wurde Uberschissige Flissigkeit durch Zentrifugieren be-
seitigt. Jeweils 3 g des so praparierten Leberhomogenats wurden mit je 0,5 ml einer Pyruvat-
I6sung bekannter Konzentration in PBS (pH 7,4) versetzt und fir mindestens 1 Minute kraftig
durchmischt. Die Homogenate wurden fiir 2 Minuten mit Ultraschall behandelt (output control
60), fur einige Minuten auf Eis gestellt und nochmals gut durchmischt. Je 1 g dieser Konzent-
rationsstandards wurden fir HPLC und photometrische Tests entnommen; der Rest wurde
bei -20 °C eingefroren. Fir die Pyruvat-abhangige Biolumineszenzmessung wurden 20 um
dicke Schnitte der tiefgekiihlten Leberhomogenatstandards hergestellt, auf kurz vorgekihlte
Deckglaser aufgenommen und fiir 10 Minuten bei 100 °C hitzefixiert. Danach wurden die

Schnitte bis zur Messung bei -20 °C gelagert.

2.8.4 Erstellen von Kalibrierungskurven
Zur quantitativen Auswertung der Metabolitgehalte in Gewebeschnitten wurde zunachst fur

jeden Metabolit eine Kalibrierungskurve erstellt. Fir die Pyruvatmessung erfolgte am glei-
chen Tag der Gewebemessung die Kalibrierung mit derselben Enzymldsung, fur Laktat und
ATP erfolgte nach Herstellung einer gréReren Menge an Enzymilésung nur einmalig eine
Kalibrierung. Fur jeden Gewebestandard wurde in Zwei- bis Dreifachbestimmungen die mitt-
lere Lichtintensitat ermittelt und aus allen gewonnenen Werten eine Kalibrierungskurve er-
stellt. Dabei wurde mit Hilfe des Softwareprogramms Excel eine Anpassung mit der BoxLu-

cas-Funktion y = a*(1-b*) oder eine lineare Regression y = a+b*x vorgenommen.
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2.9 Bildanalyse

2.9.1 Auswertung der Biolumineszenzdaten
Biolumineszenzbilder der Messungen von Standardschnitten wurden mit Hilfe der Software

Wasabi und OriginLab ausgewertet. Dazu wurden die Lichtintensitaten im mittleren Bereich
der Graustufenbilder der Biolumineszenzmessungen uber die Flache gemittelt und gegen die
entsprechende Konzentration aufgetragen. Aus diesen Daten wurde wie oben beschrieben
eine Kalibrierungskurve erstellt, anhand derer die Metabolitkonzentrationen der zu analysie-
renden Gewebeproben wie Xenotransplantate und Humanbiopsien berechnet wurden.

Die Biolumineszenzbilder der Gewebeschnitte wurden mit Digitalfotos von HE-gefarbten Pa-
rallelschnitten derselben Serie und den vor der Biolumineszenzmessung angefertigten
Durchlichtbildern durch Optionen wie Drehen, Spiegeln oder Skalieren im Programm Photo-
shop topographisch Uberlagert. Das Ausrichten der Bilder wurde durch die zwei Stichkanale
und markante Strukturen innerhalb der Proben oder auRergewdhnliche Umrisse der Schnitte
erleichtert. Histologisch definierte Gewebebereiche wie Normal-, Maus- oder Tumorgewebe
wurden anhand der HE- und immunhistologischer Cytokeratin-Farbung identifiziert und ge-
kennzeichnet (Maske). Auf diese Weise entstanden so genannte ,regions of interest” (ROI),
die selektiv ausgewertet werden konnten. Im Bestfall (ohne zusatzliche Fehlschnitte) er-
streckte sich eine Schnittserie Uber den Bereich von 72 pm.

Zunachst mussten die Durchlichtbilder in ein 8bit-Format umgewandelt werden, um dort die
Masken einzuzeichnen und zu markieren. Nach der Rickwandlung in das 16bit-Format
konnte die markierte Maske auf das 16bit-Biolumineszenzbild gebracht werden. Alle nicht in
der Maske befindlichen Areale wurden geldscht, so dass ausschlieRlich aus der Region von
Interesse ein 16bit-Histogramm der Graustufenverteilungen angefertigt wurde. Durch die
Kalibrierungskurven konnte dann jedem Graustufenwert eine Konzentration zugeordnet wer-
den. Um das Bild einer Metabolitverteilung optisch ansprechend darzustellen, konnten defi-
nierte Konzentrationsbereiche anhand der Kalibrierung in Falschfarben kodiert werden. Fir
die hier beschriebene Auswertung wurden die Softwareprogramme Photoshop CS, ImageJ,

OriginLab und Excel verwendet.

2.9.2 Erstellen von L/P-Karten und Haufigkeitsverteilungen
Das Erstellen der L/P-Karten beinhaltete das genaue topographische Uberlagern der jeweili-

gen Biolumineszenzbilder, das Markieren der ROls, das Binarisieren der Bildinformationen
und anschlief®end das Zuordnen von Konzentrationen zu Graustufen. Zuletzt wurde aus den
so errechneten Werten der Quotient aus Laktat und Pyruvat gebildet, so dass aus dieser

Information wiederum ein Bild erzeugt werden konnte.
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Zunachst wurden sowohl die Durchlicht- als auch die Biolumineszenzbilder fir Pyruvat und
Laktat von 16bit in ein 8bit-Format umgewandelt (ImagedJ). Alle weiteren Schritte erfolgten
mit dem Programm Photoshop CS.

Das Durchlichtbild fir Pyruvat wurde mit seinem korrespondierenden Biolumineszenzbild in
Deckung gebracht und verankert. Das Foto des HE-gefarbten (fir die Humanbiopsien zu-
satzlich Cytokeratin-gefarbten) Parallelschnittes wurde mit dem Durchlichtbild genau Uberla-
gert. AnschlieRend wurden das Uberlagerte und miteinander verankerte Durchlicht- und Bio-
lumineszenzbild von Laktat in das Bild aufgenommen und mit HE- und Pyruvat-Durchlichtbild
in Deckung gebracht. Nun wurden anhand der Durchlichtaufnahmen und des HE-Schnittes
die ROls - beispielsweise Tumor- oder Normalgewebe bei Humanbiopsien, bei Xenotrans-
plantaten Tumor- oder Mausgewebe, z.B. Muskel oder Haut — auf jeweils neuen Ebenen
farbig umrandet. Das so bearbeitete Bild wurde mit der Erhaltung aller Ebenen im tiff-Format
gespeichert.

Je ein neues 8bit-Graustufenbild fur jede ROI fur jeweils Pyruvat bzw. Laktat wurde zur Er-
stellung der einzelnen auszuwertenden Areale erzeugt. Die BildgréRe wurde auf 768 x 574
Pixel und 72 dpi festgelegt, der Hintergrund wurde weil} eingestellt. Die farbigen Masken der
oben beschriebenen Uberlagerten Bilder wurden markiert und die jeweilige Biolumineszenz-
ebene in je ein neues Bild hinein kopiert. Dabei war unbedingt zu beachten, dass fur Laktat
und Pyruvat dieselben Markierungen benutzt wurden, um exakt denselben Bereich auszu-
werten. Die so erzeugten Biolumineszenzbilder von definierten Arealen wurden unter der
Bezeichnung der ROI als 8bit-Dateien im tiff-Format gespeichert.

Zum Binarisieren dieser Bilder — und damit zum spateren Anzeigen des auszuwertenden
Bereichs in der Tabellenkalkulation — wurde erneut fiir jedes so generierte Bild ein neues Bild
erstellt, und zwar in der GrofRe 256 x 256 Pixel und 72 dpi mit weillem Hintergrund in
8bit-Graustufen. Diese PixelgroRe spiegelte spater jeweils eine Zelle in der Tabellenkalkula-
tion wider. Aus den letzten Bildern wurden die Objekte mit Hilfe des ,Zauberstabes" markiert
und in das jeweils neue Bild hinein kopiert. Der gesamte Bereich, der die Biolumineszenz
enthalt, wurde auf weil} eingestellt, der umliegende Bereich auf schwarz, so dass ein solches
Bild ausschlieBlich aus weillen (RGB 255/255/255) und schwarzen (RGB 0/0/0) Bildpunkten
bestand. Die so anfertigten Bilder wurden im tiff-Format gespeichert.

Mit dem Programm Imaged wurden diese Bilder in eine Textdatei umgewandelt und diese in
der Tabellenkalkulation gedffnet. In einer speziell angefertigten Formatvorlage wurden die
Daten der binarisierten Bilder von Laktat und Pyruvat und die gleich grof3en korresponieren-
den Graustufenbilder der Biolumineszenz der auszuwertenden Areale zusammengefuhrt. In
die Vorlage wurden Informationen der urspringlichen Bilder, wie zum Beispiel 16bit-
Maximum, und Daten der Kalibrierung eingefuigt. Damit wurde fur jedes Pixel eines Bildes

die entsprechende Konzentration berechnet.
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Um den L/P-Quotienten zu erhalten, dividierte man die Werte der jeweiligen Tabellenblatter,
so dass sich fir jedes Pixel des Bildes ein Verhaltnis ergab. Aus diesen Zahleninformationen
in Form eines Textformats, die die Information Gber L/P-Verhaltnis und dessen Verteilung im
Schnitt enthielten, konnte wiederum ein Bild erzeugt werden, welches diese Informationen

optisch besser darstellt.

2.10 Referenzmethoden

Die Methode der Pyruvatbestimmung durch die bildgebende Biolumineszenztechnik wurde
durch mehrere unabhangige Referenzverfahren, die nicht auf der Basis der Biolumineszenz-
technik beruhen, validiert. Es kamen drei photometrische und eine chromatographische Me-

thode zum Einsatz.

2.10.1 Herstellen von Gewebeextrakten
Fir die Bestimmung von Pyruvat mit Hilfe der Referenzmethoden wurden saure Extrakte

hergestellt. Die Zugabe von Perchlorsdure zu Zellen oder Gewebeproben flhrt zur Fallung
von Proteinen. Diese kénnen abzentrifugiert und so aus der Probe entfernt werden.

Extrakte von Leberhomogenaten wurden wie folgt angefertigt: je 1 g Homogenat (siehe Ab-
schnitt 2.8.3.2) wurde mit 0,2 ml 5 % Perchlorsdure versetzt und nach sehr guter Durchmi-
schung fur 30 Minuten auf Eis aufbewahrt. Anschlielend wurden die Proben bei 18390 g flr
5 Minuten zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden zuletzt Uber Filtereinheiten (0,45 um) zentri-
fugiert und bis zur Messung bei -20 °C aufbewahrt. Eine Neutralisation war nicht erforderlich,

da das eingesetzte Probenvolumen im Vergleich zum Messvolumen sehr gering war.

2.10.2 PDH-Test am Photometer/Microplate Reader
Der PDH-Test entspricht der Basisreaktion der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktion,

die im Abschnitt 2.5.1 (siehe hierzu auch Abbildung 3-1) beschrieben ist.

Der Ansatz bestand aus folgenden Komponenten: 0,25 M MOPS-CI (pH 7,4) bzw. 0,1 M Tris
(pH 8,6), 5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 2mM TPP, 0,25 mM CoA, 6 mM NAD" und 3 mM
L-Cystein. Messungen saurer Extrakte in 5 % Perchlorsdure fanden in einem mit 0,25 M
MOPS-CI (pH 7,4) gepuffertem System statt, solche in 10 % Saure in 0,1 M Tris (pH 8,6).
Fir die Messung im Photometer wurde ein Gesamtvolumen von 250 ul eingesetzt, das aus
233,34 ul des Reaktionsansatzes und 16,66 ul Pyruvatldsung bestand.

Fur die Messung im Microplate Reader wurden je 75 ul des Ansatzes mit 10 yl Standard
bzw. Probe in einem Well einer 96-Well-Platte gemischt und anschliel’end die Extinktion bei

340 nm bestimmt. Mit der Zugabe von 20 pl einer 0,6 U/ml konzentrierten PDH-L6sung in



2 Materialien und Methoden 36

50 mM MOPS-CI (pH 7,4) wurden die Reaktion und die Registrierung der Messzeit gestartet.
Nach 3sekundigem Schutteln der Platte wurde alle 5 Minuten die Extinktion bei 340 nm ge-
messen, bis zwischen zwei Messungen keine weitere Extinktionsanderung zu beobachten
war. Sowohl fir die Standards als auch fiir die Proben erfolgten Dreifachbestimmungen. Aus
diesen Endpunktwerten und den Werten vor Zugabe des Enzyms wurde die Differenz gebil-
det (siehe Abbildung 3-3). Aus den Messungen der Standards konnte auf diese Weise eine

Kalibrierung fir die unbekannten Proben erstellt werden.

2.10.3 LDH-Test am Microplate Reader
Der LDH-Test basiert auf der Umwandlung von Pyruvat zu Laktat durch die Laktatdehydro-

genase (LDH) (siehe Abbildung 2-9). Dabei wird NADH+H" zu NAD" oxidiert, was zu einer
Extinktionsabnahme bei 340 nm flhrt.

Das Reaktionsgemisch setzte sich zusammen aus 0,1 M Triethanolamin (pH 7,6), 4 mM
MgCl,, 30 mM KCI und 0,3 mM NADH. Je 75 pul der L6sung und 10 pl Probe bzw. Standard
wurden in einem Well einer 96-Well-Platte gemischt, woran sich eine Extinktionsbestimmung
bei 340 nm anschloss. Die Reaktion wurde mit 20 pl einer 10 U/ml konzentrierten LDH-
Lésung in 0,1 M Triethanolamin (pH 7,6) gestartet und die Extinktionsabnahme in Abstanden
von 5 Minuten registriert. Wenn keine weitere Anderung zu erkennen war, konnte die Diffe-
renz aus den Werten vor Zugabe des Enzyms und den Endpunktwerten errechnet werden.
Aus den Standards wurde eine Kalibrierung fiir die unbekannten Proben erstellt. Auch hier

wurden fir Standards und Proben mindestens Dreifachbestimmungen vorgenommen.

LDH
Pyruvat + NADH + HY =———= Laktat + NAD"

Abbildung 2-9: Schema der Laktatdehydrogenase-katalysierten Reaktion.
Die Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert die reversible Umwandlung von Pyruvat in Laktat
mit dem Cosubstrat NADH+H" bzw. NAD".

2.10.4 Kolorimetrischer Test am Microplate Reader
Der hier verwendete kolorimetrische Test ist eine Modifikation des in Anthon und Barrett

(2003) beschriebenen Nachweises von Pyruvat in Zwiebeln. Die Reaktion basiert auf der
chemischen Reaktion von Pyruvat mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) in das entspre-
chende Hydrazon. Durch Erhéhung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich farbt sich die

Lésung je nach anfanglicher Pyruvatkonzentration gelb bis braun. Die Determinierung von
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Ketosauren mit Nitrophenylhydrazinen geht auf die Methode von Friedemann und Haugen
(1943) zurlick.

Je Well einer 96-Well-Platte wurden 20 pyl Standard bzw. Probe und 20 pl DNPH-L6sung
(0,01 g/50 ml 1 M HCI) gemischt und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem
Schiutteln der Platte fir 3 Sekunden im Microplate Reader erfolgte die Zugabe von 75 yl
0,7 M NaOH. Die Messung bei 405 nm wurde direkt danach vorgenommen, da der Farb-

komplex nicht stabil ist.

2.10.5 HPLC
Zur Detektion von Pyruvat mittels HPLC diente eine so genannte ,Organic Acid Resin"-Saule

(Anionenaustauscher) von 300 x 8 mm. Die Elution erfolgte bei Raumtemperatur unter iso-
kratischen Bedingungen mit 5 mM H,SO, bei einer FlieRgeschwindigkeit von 0,8 ml/min. Das
Elutionsmittel wurde vor der Verwendung durch 0,45 ym feine Poren filtriert.

50 pl proteinfreier filtrierter Extrakt bzw. Pyruvatstandard in 5 % Perchlosdure wurden in das
HPLC-System injiziert. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlange von 210 nm. Fir Stan-
dards genlgte eine Elutionszeit von 20 Minuten, Gewebeproben wurden 45 Minuten eluiert.
Die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe des Programms
ValueChrom. Diese Software zeichnet wahrend einer Analyse fortwahrend die eintretenden
Absorptionsanderungen als Funktion der Zeit auf. So entstandene Graphen haben fir be-
stimmte Substanzen einen typischen Kurvenverlauf, der im Idealfall einer Gauldverteilung
ahnelt. Die Konzentration der zu messenden Substanz ist dabei dem Integral einer solchen
Kurve proportional. Die ermittelten Flachen unter den Kurven von Standards und Proben
wurden als Textdatei in das Programm Excel ibertragen. Danach erfolgte die Erstellung von
Kalibrierungskurven und daraus die Berechnung der Pyruvatkonzentration in unbekannten

Proben.

Die in den entsprechenden Abbildungen angegebenen Konzentrationen der Referenzmetho-

den beziehen sich in allen Fallen auf die Konzentration der eingesetzten Messlésung.
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3 Ergebnisse

Die Etablierung einer neuen Methode zur quantitativen Bestimmung von Pyruvat und dessen
raumlicher Verteilung in schockgefrorenen Gewebeschnitten gliederte sich in folgende Stu-
fen: Zunachst wurde der Ansatz der PDH-katalysierten Basisreaktion (siehe Abbildung 3-1,
grau unterlegter Kasten) fiir die spatere Pyruvat-abhangige Biolumineszenzreaktion etabliert
und optimiert. Hierfir wurde die Stabilitdt von Pyruvat bezliglich Hitze und Ultraschallbe-
handlung analysiert. Anschliefend wurde die Basisreaktion mit der Licht erzeugenden Reak-
tion (siehe Abbildung 3-1, gestrichelter Kasten) gekoppelt und optimiert. Danach erfolgten
Kalibrierungen an gefriergetrockneten Standardschnitten. Die Pyruvatbestimmung via Biolu-
mineszenz wurde mit verschiedenen unabhangigen Methoden wie HPLC und unterschiedli-

chen photometrischen Tests auf ihre Richtigkeit Gberpruft.

Pyruvat-abhangige Biolumineszenz

Basisreaktion CO, + Acetyl-CoA

Pyruvat /PDH J) NADH + H"

NAD" + CoA

|
: l
|
| |
N :
: NAD* FMN + Fettsaure + H,O :
|
| Y ) :
' Luziferase _ |
: FMNH, > Licht |
|
| |
| |
|

—— -

langkettiges Aldehyd + O,

Abbildung 3-1: Pyruvat-abhangige Biolumineszenz.

Grau unterlegt ist die PDH-katalysierte Basisreaktion, bei der Pyruvat als Ausgangssubstrat
durch die Pyruvatdehydrogenase (PDH) umgesetzt wird. Das bei dieser Reaktion entstehende
NADH+H" geht als Substrat in die durch die NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase (NFO) katalysierte
Reaktion ein, bei der FMNH, entsteht. Im nachfolgenden Schritt wird dieses unter Aussendung
von Licht durch die bakterielle Luziferase oxidiert.

Die so etablierte Methode wurde auf Schnitten von kryofixiertem Gewebe wie Experimental-

tumoren und Humanbiopsien angewendet. Die raumliche Verteilung von Pyruvat innerhalb
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eines Kryoschnittes Iasst sich anhand von Falschfarben visualisieren, wobei jede Farbe ei-
nem definierten Gehaltsbereich zugeordnet ist. Die Auswertung innerhalb histologisch defi-
nierter Gewebeareale (im Weiteren verkurzt strukturassoziierte Auswertung genannt) wurde
durch parallele HE- und Cytokeratin-gefarbte Schnitte ermdéglicht. Zusatzlich wurde in diesen
Geweben neben Pyruvat der Gehalt der Metabolite ATP und Laktat mit bereits bestehenden

Biolumineszenztechniken bestimmt (Mueller-Klieser und Walenta, 1993).

Der letzte Teil der Ergebnisse zeigt die Kombination der neu etablierten Pyruvatbiolumines-
zenz mit der bereits bestehenden Laktatbiolumineszenz. Die digitalen Bilder von parallelen
Schnitten fur Laktat- und Pyruvatmessungen via Biolumineszenz und HE-Farbungen wurden
prazise Uberlagert. Daraus resultierten die so genannten L/P-Karten, welche die regionale

Verteilung der L/P-Verhaltnisse in Geweben anschaulich machen.

3.1 Entwicklung der Pyruvat-abh&ngigen Biolumineszenz

3.1.1 Optimierung der Basisreaktion am Photometer und Microplate Reader
Fir erste Tests der Basisreaktion fur die Pyruvat-abhangige Biolumineszenz wurde zunachst

die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO, (siehe Abbildung 3-1) durch die Pyru-
vatdehydrogenase (PDH) anhand des Protokolls der Firma Sigma zur Testung des Enzyms
durchgefihrt. Das dabei entstehende NADH wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt. Ab-
bildung 3-2 zeigt die Kinetik dieses ersten Ansatzes Uber einen Zeitraum von 20 Minuten.
Dabei wurde alle 6 Sekunden ein Messpunkt genommen. Der lineare Bereich der Reaktion
lag innerhalb der ersten 2 Minuten. Nach ca. 7 Minuten wies der Reaktionsverlauf eine Pla-
teaubildung auf. Diese lasst sich durch den Verbrauch der Substrate und die Einstellung des
Gleichgewichts erklaren.

Der hier gezeigte Testansatz fungierte als Basis zur weiteren Optimierung der
PDH-Reaktion. Er wird im Folgenden mit Test A gekennzeichnet. Ein Wellenlangenscan der
Einzelkomponenten des Tests zeigte, dass alle Absorptionsmaxima unter 300 nm lagen und
damit auch in héheren Konzentrationen nicht mit NADH bei 340 nm interferierten.

Am Photometer wurden diverse Anderungen des Reaktionsansatzes Test A beziiglich der
Konzentrationen seiner Komponenten vorgenommen und die Kinetikverlaufe, Extinktionen

und Extinktionsanderungen pro Minute miteinander verglichen.
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Abbildung 3-2: Testkinetik zur Uberpriifung der PDH-Reaktion laut Protokoll der Firma
Sigma.

Uber einen Zeitraum von 20 Minuten wurde die Extinktionsénderung durch den Umsatz von
Pyruvat (5 mM) und die Entstehung von NADH bei 340 nm photometrisch verfolgt. Der lineare
Messbereich (rot) dieser Reaktion (Test A) liegt im Bereich der ersten zwei Minuten mit einer
Extinktionsanderung von 0,08 (dE/min).

Da im Photometer jeweils nur eine Probe gemessen werden konnte, wurden einige Kombi-
nationen der photometrischen Ansatze noch einmal im Microplate Reader mit Standardrei-
hen von 0—-2 mM Pyruvat gemessen. Dabei wurde Uber einen Zeitraum von 30 Minuten alle
5 Minuten die Extinktion registriert. AE340 wurde mit Hilfe der Endpunkt-Methodik bestimmt.
AE340 ergibt sich aus der Differenz der Extinktion 30 Minuten nach Start der Reaktion und

vor Zugabe des Enzyms mit PDH. Abbildung 3-3 zeigt eine entsprechende Darstellung.

Extinktion
AE340

Zugabe Enzym
Z

/ v
Zeit

Abbildung 3-3: Theoretischer Reaktionsverlauf eines PDH-Tests und Bestimmung von
AE340 mit Hilfe der Endpunkt-Methodik.

Dargestellt ist ein theoretischer Reaktionsverlauf eines PDH-Tests mit der Extinktion als Funk-
tion der Zeit und der Annahme, dass das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Produkte
liegt und Cosubstrate deutlich héher konzentriert sind als das zu bestimmende Substrat. AE340
ergibt sich dabei aus der Differenz der Extinktion 30 Minuten nach dem Start der Reaktion mit
dem Enzym PDH und vor Zugabe des Enzyms.
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Abbildung 3-4 zeigt im Microplate Reader gemessene Standardreihen (Mittelwerte £ SD aus
Dreifachbestimmungen) mit verschiedenen Testansatzen. Genaue Angaben zur Zusammen-
setzung der Ansatze sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst. Die Berechnung von AE340 er-
folgte wie in Abbildung 3-3 angegeben. Nach maximal 30 Minuten zeigten sich bei keinem

der dargestellten Tests weitere Extinktionsanderungen.
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Abbildung 3-4: Standardreihen verschiedener Testansatze der PDH-Reaktion.

Gezeigt sind Standardkurven von Variationen der PDH-abhangigen Basisreaktion. Test A ent-
spricht dem Testprotokoll fir die PDH der Firma Sigma. Test B beinhaltet héhere Konzentratio-
nen von MgCl,, CaCl, und PDH. Test C enthélt zusatzlich die doppelte Menge CoA und NAD",
Test D enthalt das Enzym Carnitin-Acetyltransferase (CAT) zur Regenerierung von CoA. Die
genauen Konzentrationsangaben der Ansatze finden sich in Tabelle 3-1. Standards wurden in
PBS angesetzt. Gezeigt sind Mittelwert + SD (n = 3) fUr alle Messpunkte.

Test A entspricht der Testprozedur der Firma Sigma fir das Enzym PDH. Der Ansatz weist
im Vergleich zu allen anderen Tests die geringsten Extinktionsanderungen auf. Auflerdem
zeigt er keinen linearen Verlauf, was darauf hinweist, dass entweder Substrate der Reaktion
limitierende Faktoren darstellen oder das Maximum der Enzymaktivitat erreicht wird. Test B
beinhaltet hohere Konzentrationen von MgCl,, CaCl, und PDH. Hier sind insgesamt hohere
Extinktionsanderungen zu sehen, ab 1,5 mM Pyruvat geht aber auch hier die Reaktion in ein
Plateau Uber. Verglichen mit Test A beinhaltet Test C héhere Mengen aller Komponenten.
Es zeigt sich eine lineare Abhangigkeit von AE340 und der Pyruvatkonzentration bis 2 mM.

Da die PDH auch durch ihre Produkte gehemmt wird, wurde mit Test D versucht, das bei der
Reaktion entstehende Acetyl-CoA mit Hilfe der Carnitin-Acetyltransferase (CAT) wieder in
CoA umzuwandeln. Die Regenerierungsreaktion wurde allein im Photometer getestet und

optimiert. Das Enzym CAT und sein Substrat D,L-Carnitin wurden in den als optimal geteste-
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ten Konzentrationen dem PDH-Ansatz zugefigt (Abbildung 3-4, Test D). Es zeigte sich je-

doch keine positive Wirkung auf die Reaktion. Die Extinktionen waren insgesamt sogar nied-

riger als bei Test C ohne CAT.

Tabelle 3-1: Reaktionsansatze fir verschiedene PDH-Reaktionen.

Test A Test B Test C Test D
Endkonzentration im Testansatz
Angaben in mM bzw. U/ml
MOPS-CI (pH 7,4) 50 50 50 50
MgCl, 0,2 10 5 5
CaCl, 0,01 1 1 1
TPP 0,3 0,3 1 2
CoA 0,12 0,12 0,25 0,5
NAD" 2 2 4 6
L-Cystein (pH 7,4) 2,64 2,6 3 3
PDH 0,01 0,05 0,12 0,12
D,L-Carnitin - - - 15
CAT - - - 2

Da die Extinktionsanderungen von Test C am grof3ten waren und die Standardkurve einen
linearen Verlauf mit R = 0,99929 und p < 0,0001 zeigte, wurde dieser Test als Basisreaktion

fur die Pyruvat-abhangige Biolumineszenzreaktion ausgewahilt.

3.1.2 Reproduzierbarkeit der Basisreaktion
Die Basisreaktion wies eine sehr gute Reproduzierbarkeit auf. Die Analyse erfolgte anhand

unabhangiger Versuche an verschiedenen Tagen unter gleichen Versuchsbedingungen.
Test C wurde an jedem Versuchstag frisch angesetzt. Pyruvatstandards von 0-2 mM lagen in
PBS (pH 7,4) vor. In Dreifachbestimmungen wurde die Extinktion der Standards vor und
30 Minuten nach Zugabe der PDH bestimmt. Abbildung 3-5 zeigt die Extinktionsdnderungen
bei 340 nm in Abhangigkeit von der Pyruvatkonzentration. Die Reaktion verlauft im Bereich
von 0-2 mM Pyruvat linear mit R = 0,99938 und p < 0,0001. Aufgrund der sehr guten Repro-
duzierbarkeit der ausgewahlten PDH-Reaktion (Test C) erfolgte nun die Kombination dieser

Basisreaktion mit der Licht produzierenden Biolumineszenzreaktion.
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Abbildung 3-5: Reproduzierbarkeit der PDH-Reaktion.

Gezeigt ist AE340 als Funktion der Pyruvatkonzentration. Unabhangige Versuche des Tests C
an vier verschiedenen Tagen mit jeweils Dreifachbestimmungen (Mittelwert + SD) je Konzentra-
tion. Standards von 0-2 mM Pyruvat wurden in PBS (pH 7,4) angesetzt. Eine lineare Anpas-
sung ergab y = 0,039 + 0,167 * x mit R = 0,99938 und p < 0,0001.

3.2 Stabilitat von Pyruvat

Fir die Biolumineszenzmessungen missen Gefrierschnitte von Gewebeproben zur Inaktivie-
rung von endogenen Enyzmen fir 10 Minuten bei 100 °C behandelt werden, damit bei der
Messung gewebseigene Enzyme nicht mit solchen in der Messlésung interferieren und der
zu bestimmende Metabolit nicht weiter verstoffwechselt werden kann. Die Herstellung von
Gewebeextrakten fir Referenzmessungen beinhaltet daher zusatzliches Sonifizieren der
Proben. Somit wurde die Stabilitdt von Pyruvat hinsichtlich Erhitzen und Ultraschallbehand-
lung untersucht. Mithilfe des LDH-abhangigen photometrischen Tests wurden sowohl mit
Hitze behandelte und sonifizierte, als auch nicht behandelte wassrige Pyruvatldsungen mit-
einander verglichen. Abbildung 3-6 zeigt, dass weder die Behandlung mit Hitze, noch die mit

Ultraschall einen abbauenden Effekt auf Pyruvat haben.
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Abbildung 3-6: Stabilitat von Pyruvat.

Gezeigt ist die Extinktionséanderung (AE340) als Funktion der Pyruvatkonzentration. (A) Hitze-
bzw. (B) Ultraschall-behandelte Pyruvatldsungen wurden mit Hilfe des LDH-abhangigen Tests
auf ihre Stabilitat Gberprift. (A) Mittelwerte + SD aus Sechsfach- bzw. (B) Dreifachbestimmun-
gen unbehandelter und behandelter Lésungen.

3.3 Kombination der Basisreaktion mit der Biolumineszenzreaktion

Zunachst erfolgte die Kombination der Basisreaktion und der Licht produzierenden Biolumi-
neszenzreaktion. Dazu wurden die entsprechenden Reaktionsansatze zu gleichen Teilen
gemischt. Die Zusammensetzung der Lichtreaktion laut Protokoll der Firma Roche fur diesen
ersten Versuch war wie folgt: 0,5 mM FMN, 10 mM Decanal (in Methanol), 50 mU/ml NFO
und 7,5 mU/ml Luziferase. Die Ansatze fir Basisreaktion und Licht erzeugende Reaktions-
kette wurden dabei doppelt konzentriert eingesetzt, zu gleichen Teilen gemischt und eine
definierte Menge Pyruvatldsung zugesetzt. Anschliefiend erfolgte die Messung in der Reak-
tionsmulde der Biolumineszenzapparatur unter Registrierung der entstehenden Photonen in
Echtzeit.

Da bei diesem Versuch bereits eine geringe Bildung von Licht zu erkennen war, wurden
Standardschnitte in Einbettmedium hergestellt und an diesen die Pyruvat-abhangige Biolu-
mineszenzreaktion weiter entwickelt. Wie bei der PDH-Basisreaktion fanden auch hier ver-
schiedene Tests mit unterschiedlichen Enzym- und Reagenzienkonzentrationen statt. Als
erstes wurde jeweils eine Kinetik des Reaktionsverlaufs fur 3-5 Minuten aufgenommen, um
die Lichtemission zu verfolgen und die Inkubations- und Messzeiten festzulegen.

Die Schnittdicke der Standards fir Pyruvat in Einbettmedium betrug anfangs 16 um. Da die
Lichtintensitaten hier nur sehr geringe Werte (< 1,6 relative Lichteinheiten bei einem Pyru-

vatschnitt mit 2,2 umol/g) aufwiesen, wurde die Schnittdicke auf 20 ym erhdht.
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In Abbildung 3-7 sind Intensitatswerte der kombinierten Biolumineszenzreaktion bei unter-
schiedlichen NFO-Konzentrationen anhand eines 2,2 umol/g Standardschnittes mit 20 um
Schnittdicke aufgefuhrt. Die Luziferase-Konzentration wurde im Vergleich zum ersten Ansatz
auf 15 U/ml erhdht. Die genaue Zusammensetzung dieses Ansatzes ist in Tabelle A1 im An-
hang aufgefihrt. Die Registrierung der Photonen fand nach einer Inkubationszeit von
8 Sekunden Uber einen Zeitraum von 1:25 Minuten statt. Eine Konzentration von mehr als
4 U/ml NFO im Reaktionsansatz fiihrte zu keiner signifikant héheren Lichtemission.

Im Folgenden wurde die Biolumineszenzreaktion an Standardschnitten verschiedener Pyru-

vatkonzentrationen in Mehrfachbestimmungen getestet.
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Abbildung 3-7: Relative Lichtintensitaten in Abhangigkeit von der NFO-Konzentration.
Verschiedene Reaktionsansatze der Pyruvat-induzierten Biolumineszenz unter Verwendung
von vier Standardschnitten (20 pm) mit jeweils identischem Pyruvatgehalt von 2,2 ymol/g. Ein-
zig die NFO-Konzentration wurde in den Ansatzen variiert. Im Kasten rechts unten sind die ent-
sprechenden relativen Lichtintensitaten im Vergleich zur eingesetzten NFO-Konzentration auf-
geflhrt.

3.4 Kalibrierung der Pyruvat-abhéngigen Biolumineszenz an Kryostatschnit-
ten

Die erste Kalibrierung erfolgte an Pyruvatschnitten von 20 ym Dicke. Fir den Ansatz der
Pyruvat-abhangigen Biolumineszenz wurde der doppelt konzentrierte Ansatz der Basisreak-
tion und der der doppelt konzentrierten Licht produzierenden Reaktionslésungen zu gleichen
Teilen gemischt. Die daraus resultierenden Endkonzentrationen bei der Messung sind in
Tabelle 3-2 aufgeflihrt. Die Registrierung der Photonen fand nach einer Inkubationszeit von

8 Sekunden fir einen Zeitraum von 1:10 Minuten statt. Abbildung 3-8 zeigt in (B) einen Ver-
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lauf dieser Reaktion fur einen 2 ymol/g Standardschnitt. In (A) ist die Lichtintensitat in Ab-
hangigkeit von der eingesetzten Standardkonzentration dargestellt.

Der kinetische Verlauf der Reaktion Uber einen Zeitraum von 3 Minuten ist ebenfalls in Abbil-
dung 3-8 (B) gezeigt. Der Start der Reaktion nach 8 Sekunden Inkubationszeit ist mit einem
blauen Strich markiert, das Ende der Integrationszeit mit einem roten. Das Maximum der
Reaktion lag innerhalb der gewahlten Messzeit. Alle Standards wurden in Dreifachbestim-
mungen gemessen; gezeigt sind die Mittelwerte + SD der Pyruvatstandardschnitte. Die
Standardabweichungen der Mehrfachbestimmungen eines Standards waren insgesamt sehr
gering. Die maximale Lichtintensitat bei 2 ymol/g betrug bei dieser Messung 6,33 relative
Einheiten.

Tabelle 3-2: Zusammensetzung der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktions-
[6sungen zu Abbildung 3-8.

Doppelt konzentrierte Basis- und Lichtreaktionslésungen wurden zu gleichen Teilen ge-
mischt. Es sind die daraus resultierenden Endkonzentrationen angegeben.

Konzentration im Test Konzentration und Ansatz der
(mM bzw. mU/ml) Stammldsungen*
MOPS-CI (pH 7,4) 50 0,5M
MgCl, 5 1™
CacCl, 1 0,25 M
TPP 1 20 mM
CoA 0,25 10 mM
NAD" 4 0,2M
L-Cystein (pH 7,4) 3 0,1 M
DCA 5 0,5M
PDH 120 1,2 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
FMN 0,5 10,5 mM
Decanal 10 1 Min 96 % Ethanol
NFO 3000 20 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
Luziferase 15 60 mU/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)

*Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien in Aqua dest. geldst.

Die BoxLucas1Mod-Funktion (OriginLab) wurde an die Messwerte der Standardreihe ange-
passt, wobei sich eine sehr gute Korrelation auf hohem Signifikanzniveau zwischen der ein-
gesetzten Pyruvatmenge und daraus resultierender Lichtintensitat ergab. Dies war eine ent-
scheidende Voraussetzung fur die Konzentrationsbestimmung unbekannter Proben.

Um noch mehr Photonen zu erfassen und damit die Lichtintensitaten insgesamt zu erhéhen,

hatte die Messzeit um 30 Sekunden oder mehr verlangert werden kénnen.
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Abbildung 3-8: Standardkurve und Kinetikverlauf der Biolumineszenzreaktion fur Pyru-
vatstandardschnitte.

(A) Standardkurve (Mittelwerte £ SD von n = 3) von Pyruvatschnitten mit 20 ym Dicke, die mit
dem in Tabelle 3-2 angegebenen Reaktionsansatz gemessen wurden. (B) Die zugehdrige Ki-
netik Uber 3 Minuten wurde an einem 2 pymol/g Pyruvatstandardschnitt vorgenommen. Die In-
kubationszeit betrug 8 Sekunden. Der Start der Photonenregistrierung ist mit einem blauen
Strich markiert. Der rote Strich gibt die Integrationszeit der Standards an.

Im folgenden Versuch wurde die Messzeit verlangert und weitere Modifikationen am Reakti-
onsansatz vorgenommen, um die Lichtintensitaten insgesamt zu erhéhen. Abbildung 3-9 (B)
zeigt den Kinetikverlauf der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktion tber 5 Minuten fir
einen 2 ymol/g Standardschnitt. Der Ansatz ist im Anhang (siehe Tabelle A2) beschrieben.
Er enthielt im Vergleich zu dem in Tabelle 3-2 angegebenen Ansatz die doppelte Menge TPP
und 0,7 mM FMN. Die NFO lag mit gleicher Aktivitat, aber in einem anderen Puffer vor. Hier
wurde im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen nicht mehr mit separaten Basisreaktions-
I6sungen und Licht produzierenden Reaktionslésungen gearbeitet; vielmehr wurden alle
Komponenten von Beginn an zusammen pipettiert. Im Vergleich zu Abbildung 3-8 wurde hier
besonders durch die langere Integrationszeit von 2:15 Minuten insgesamt eine héhere Licht-
ausbeute erzielt. Das Maximum lag fiir einen Standardschnitt von 2 ymol/g Pyruvat bei 41,39
relativen Lichteinheiten. Eine lineare Regressionsberechnung, beruhend auf Einfach- oder
Mehrfachbestimmungen der Standards, ergab auch hier eine hoch signifikante Korrelation
zwischen Pyruvatkonzentration und emittiertem Licht (R =0,98915 und p < 0,0001) (siehe
Abbildung 3-9 (A)).

Im Folgenden wurde bei der Aufnahme der Kinetik eines jeweiligen Ansatzes darauf geach-
tet, dass der komplette Anstieg bis zum Erreichen der maximalen Lichtemission und ein etwa
gleich langer Bereich nach dem Maximum als Integrationszeit verwendet wurden (siehe Ab-
bildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Standardkurve und Kinetikverlauf der in Tabelle A2 angegebenen Biolu-
mineszenzreaktion.

(A) Standardkurve an Pyruvatschnitten (20 um) mit dem in Tabelle A2 (siehe Anhang) angege-
benen Reaktionsansatz. Die Messzeit, die fur jeden Schnitt gleich gehalten wurde, ist in (B)
durch den blauen und roten Strich gekennzeichnet. Es erfolgten Einfach- oder Mehrfachbe-
stimmungen. (B) Die zugehorige Reaktionskinetik wurde Uber 5 Minuten an einem 2 ymol/g
Standard (20 ym) vorgenommen. Der Beginn der Photonenregistrierung nach 12 Sekunden
Inkubationszeit ist mit einer blauen Linie markiert. Die rote gibt die Integrationszeit
(2:15 Minuten) fur die Standards in (A) an.

Die hier gewahlte Verwendung von initial bereits kompletten Enzymgemischen flhrte nach
einiger Zeit zu einer Tribung des Reaktionsansatzes, die allerdings keine Auswirkung auf
die Qualitat hatte. Die Werte der Lichtintensitaten von Mehrfachbestimmungen eines Stan-
dards direkt nach Ansatz der Reaktionslésung oder bis zu vier Stunden spater unterschieden
sich nicht mehr als sonst. Aus diesem Grund wurde diese Art des Ansetzens der Reaktions-

I6sungen beibehalten.

Abbildung 3-10 zeigt zum Vergleich an verschiedenen Tagen registrierte Intensitatswerte
dreier gleichartiger Versuchsansatze der Biolumineszenzreaktion. Die Ansatze wurden am
entsprechenden Messtag frisch angesetzt. Sie unterschieden sich nicht in der Zusammen-
setzung (siehe Tabelle A3), lediglich die Integrationszeiten variierten zwischen 1:30 Minuten
und 2:00 Minuten. Die Inkubationszeit betrug bei allen Messungen 10 Sekunden. Es wurde
dieselbe Charge Pyruvatstandard verwendet. Im Vergleich zu dem letzten gezeigten Ansatz
(Abbildung 3-9) wurden in diesem 140 mU/ml PDH statt 120 mU/ml eingesetzt.

Die Mittelwerte + SD aller Messpunkte ergab auch hier einen hoch signifikanten Zusammen-
hang zwischen Pyruvatkonzentration und Lichtintensitat. Im Vergleich zur vorherigen Reakti-
on (siehe Abbildung 3-9) waren die Lichtintensitaten héher. Die maximale Lichtintensitat ei-
nes 2 ymol/g Pyruvatstandards betrug hier 78,97 relative Lichteinheiten. Allerdings ergaben
die unabhangigen Messungen im Mittel eine Schwankung der Lichtintensitat um den Faktor

1,4 £ 0,3 bei einer vorgegebenen Konzentration. Im Extremfall, wie z.B. hier bei den Stan-
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dards mit einer Pyruvatkonzentration von 0,25 umol/g, lag ein Unterschied um den Faktor 2
der gemessenen Lichtintensitat vor. Bezogen auf Absolutwerte von Konzentrationen ist dies
keine groRe Schwankung; prozentual gesehen, zeigt dies jedoch einen erheblichen Unter-
schied zwischen verschiedenen Versuchsansatzen. Die Schwankungen innerhalb einer Kon-
zentration waren nicht auf die Variationen der Integrationszeit zuriickzufihren. Ansatz 3, der
die langste Messzeit hatte, ergab in allen Konzentrationen verglichen mit den Ansatzen 1
und 2 insgesamt niedrigere Werte der Lichtintensitat. Dies hangt héchst wahrscheinlich mit

der Lateraldiffusion des Metabolits wahrend der Messwerterfassung zusammen.
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Abbildung 3-10: Unabhangige Anséatze der Biolumineszenzreaktion.

(A) Unabhéangige Messungen von Pyruvatstandards (20 ym) an drei verschiedenen Tagen. Fur
jeden gemessenen Wert wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt (Ausnahme: Ansatz 3,
hier wurde der 0 ymol/g Standard nur einfach bestimmt). Der Reaktionsansatz war fir alle An-
satze gleich und ist in Tabelle A3 im Anhang angegebenen. Die Messzeiten betrugen fir An-
satz 1 1:30, fur Ansatz 2 1:45 und fir Ansatz 3 2:00 Minuten. (B) Mittelwerte + SD aller in (A)
gemessenen Standards. Die Ergebnisse der linearen Regression sind in der Graphik angege-
ben.

Aufgrund der Schwankungen wurde an jeden Messtag ein neues Reaktionsgemisch ange-
setzt und die optimale Integrationszeit bestimmt. Fir die Kalibrierung zur Bestimmung des
Pyruvatgehalts in unbekannten Proben wurden taglich Lichtintensitaten von Standards in
Zwei- bis Dreichfachbestimmungen gemessen, die zum Erstellen einer Standardkurve dien-
ten. Messungen bis 5 ymol/g Pyruvat wiesen mit steigender Konzentration einen fiir enzyma-
tische Reaktionen typischen, nicht-linearen Verlauf auf. Die BoxLucas1Mod-Funktion erwies

sich dabei als Anpassung der Wahl (siehe Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: Biolumineszenzmessungen an Pyruvatstandards bis 5 umol/g.
Standardkurve (Mittelwerte £ SD mit n = 3) von Pyruvatschnitten (20 um), die mit dem in Ta-
belle A4 (sieche Anhang) angegebenen Reaktionsansatz gemessen wurden. Rechts unten ist
der grau unterlegte Bereich von 0-0,25 pmol/g Pyruvat vergréert dargestellt. Die Inkubations-
zeit betrug je 10 Sekunden, die Messzeit 1:15 Minuten.

Eine Erhéhung der Enzym- und Substanzkonzentrationen (siehe Tabelle A4 im Anhang) er-
wies sich bezuglich der Lichtausbeute als nicht weiter vorteilhaft. Die Lichtintensitaten wie-
sen dabei insgesamt sogar geringere Werte auf (siehe Abbildung 3-11). Allerdings lasst sich
an diesem Beispiel die sehr geringe Schwankung innerhalb eines Reaktionsansatzes bei
gleicher Konzentration demonstrieren, die sich im Laufe der Arbeit bis auf wenige Ausnah-
men bestatigte. Der grofte Unterschied in den Werten der Lichtintensitat innerhalb einer

Konzentration lag hier bei 11,2 % fur O umol/g Pyruvat.

Die theoretisch kleinste unterscheidbare Gehaltsstufe von Pyruvat lag bei den besseren Re-
aktionsansatzen mit héheren Lichtintensitaten, wie sie in Abbildung 3-10 dargestellt ist, bei
einem Pyruvatgehalt von 0,02 pmol/g. Ausgehend von einem Schnitt der GréRe 1 cm? und
20 ym Dicke ergab sich daraus als abgeschatzte minimal detektierbare Menge ein Wert von

0,04 pmol Pyruvat.

3.5 Abhéangigkeit der Biolumineszenzintensitat von der Schnittdicke

Es konnte gezeigt werden, dass die Lichtintensitadt der Biolumineszenzreaktion in direktem
Zusammenhang mit der Schnittdicke und damit auch mit der in die Reaktion eingehenden

Gesamtmenge an Pyruvat stand. Abbildung 3-12 zeigt diese Korrelation in (A) anhand eines
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1 umol/g Standards, der unterschiedlich dick geschnitten wurde. Die Schnittdicke wurde in
5 um Abstanden von 5-25 um variiert. (B) zeigt die Abhangigkeit des bei der Biolumines-
zenzreaktion entstehenden Lichts von der Schnittdicke anhand zweier Standardreihen. Da-
bei unterschieden sich die Standards lediglich in ihrer Schnittdicke (16 ym bzw. 20 ym). Die
Messungen der beiden Reihen erfolgten am selben Tag mit demselben Reaktionsansatz.

Sowohl fir (A) als auch fir (B) sind Mittelwerte £ SD von Dreifachbestimmungen gezeigt.

Beide Versuche demonstrieren eindriicklich die Notwendigkeit gleich dicker Schnitte von
Standards und aktuellen Proben. Der Quotient aus den Steigungen der linearen Regression
der in Abbildung 3-12 (B) gezeigten Messreihen von Pyruvatstandards spiegelt mit einem
Wert von 1,31 ziemlich genau das Verhaltnis von 1,25 zwischen den Schnittdicken von

20 ym und 16 pm wider.
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Abbildung 3-12: Lichtintensitat in Abhangigkeit von der Schnittdicke.

(A) Relative Lichtintensitat als Funktion der Schnittdicke bei einem konstanten Pyruvatgehalt
von 1 ymol/g. (B) Standardkurven von Pyruvatschnitten mit 16 ym bzw. 20 ym Dicke. Lineare
Regressionen ergaben fir 16 ym y = 0,590 + 13,46 * x mit R = 0,99903 und p < 0,0001 und fur
20 ymy =0,886 + 17,651 * x mit R = 0,99788 und p = 1,171e-4.

3.6 Pyruvat-abhangige Biolumineszenzmethode: Wiederfindungsexperimente

Die Richtigkeit der neu etablierten Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzmethode wurde mit
verschiedenen Referenzmethoden untersucht. Als Ersatz flr das ublicherweise verwendete
Einbettmedium zur Herstellung von Standards fur die Biolumineszenz musste ein gewebe-
ahnlicher Ersatz gefunden werden, der gleichermalRen flr die Biolumineszenzmessungen
geeignet war, sich also hitzefixieren liel3, sowie flr eine gangige Extraktionsprozedur, z.B.
eine Perchlorsaureextraktion, die zur Referenzmessung in Frage kam. Stlicke von Schwei-

neleber wurden daher unter Hitze inaktiviert und anschliefend homogenisiert. Aus diesen
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Leberhomogenaten wurden Pyruvatstandards und solche Proben angefertigt, die einen dem
Untersucher unbekannten Pyruvatgehalt enthielten und daher von einer anderen Person
anzusetzen waren (Blindproben). Ansonsten wurden Standards und Blindproben auf die
gleiche Weise behandelt. Sie wurden parallel sowohl flr Biolumineszenzmessungen als
auch fur die verschiedenen Referenzmethoden prapariert. Fir letztere wurden Perchlorsau-
reextrakte angefertigt, die mittels HPLC, zweier verschiedener enzymatischer Tests (PDH-
bzw. LDH-Test) und einem nicht enzymatischen kolorimetrischen Test im Microplate Reader
untersucht wurden. Fir die Biolumineszenzmessungen wurden 20 um dicke Schnitte aus

den tiefgefrorenen Leberhomogenaten angefertigt und mit der neuen Methode untersucht.

3.6.1 Ergebnisse der Biolumineszenz
Mehrfachbestimmungen eines Pyruvatstandards von Leberhomogenaten ergaben im Allge-

meinen einen grofleren Fehler als Mehrfachbestimmungen der gangigen Standards in Ein-
bettmedium (Abbildung 3-13 im Vergleich zu Abbildung 3-11). Dennoch ergab sich auch hier
ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen Pyruvatgehalt und Lichtintensitat mit
R*=0,99892 und Chi* = 0,31188.

50| BoxLucas1Mod
y =125,136 * (1 - 0,915%)

40| chiZpoF = 0,31188

R? = 0,99892

30

20

relative Lichtintensitat

10+

Pyruvat (umol/g)

Abbildung 3-13: Biolumineszenz-Standardkurve von Leberhomogenaten.

Reprasentative Standardkurve von Leberhomogenaten, die mit Hilfe der Pyruvat-abhangigen
Biolumineszenz gemessen wurden. Gezeigt sind Mittelwerte + SD aus n = 3. Ergebnisse der
nicht-linearen BoxLucas1Mod-Anpassung sind im Kasten links oben angegeben.

Von zehn gemessenen Blindproben ergaben sieben Proben eine Abweichung von < 9%
vom tatsachlichen Pyruvatgehalt. Drei Proben wichen mit 13 % bzw. 15 % vom vorliegenden
Pyruvatgehalt ab. Die Daten zu den Blindproben sind im Vergleich zu den Referenzmetho-

den im Anhang in Tabelle A5 und Abbildung 3-17 zusammenfassend dargestellt.
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3.6.2 Ergebnisse der HPLC
Der Pyruvatgehalt der Standards und Blindproben von Leberhomogenaten wurde mit einer

Anionaustauscher-Saule bestimmt. Dabei wurden die Pyruvatpeaks anhand ihrer Retenti-
onszeit identifiziert. Diese wurde zunachst mit Hilfe von reinen Pyruvatlésungen bestimmt.
Die Retentionszeit von Pyruvat lag bei 8,51-8,60 Minuten. Abbildung 3-14 zeigt eine repra-
sentative Standardkurve aus Mittelwerten + SD von Dreifachbestimmungen (A) und ein kor-
respondierendes Chromatogramm (B) eines Leberhomogenatstandards. Der Pyruvatpeak
war hier eindeutig zu identifizieren.

Das Ergebnis der Bestimmung von Pyruvat in den Blindproben ist in Tabelle A5 im Anhang
dargestellt. Acht der zehn Proben wiesen eine Abweichung von < 7% vom tatsachlichen
Pyruvatgehalt auf. Nur zwei der gemessenen Blindproben unterschieden sich mit 10 %

(Nr. 2) bzw. 11 % (Nr. 1) deutlicher vom tatsachlich vorliegenden Gehalt.
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Abbildung 3-14: HPLC-Standardkurve und Chromatogramm.

(A) Reprasentative Standardkurve saurer Extrakte von Leberhomogenaten bekannter Pyruvat-
gehalte. Gezeigt sind Mittelwerte + SD mit n = 3. (B) Beispiel eines Chromatogramms Uber
30 Minuten eines Leberhomogenatstandards. Die Retentionszeit von Pyruvat betrug nach In-
jektion von 50 pl filtriertem Perchlorsaureextrakt 8,57 Minuten.

3.6.3 Ergebnisse der enzymatischen photometrischen Tests
Mit zwei voneinander unabhangigen photometrischen Tests, die auf unterschiedlichen Reak-

tionsprinzipien beruhen, wurden die Perchlorsdureextrakte der Standards und Blindproben
von Leberhomogenaten gemessen. Der PDH-Test spiegelt die Basisreaktion der Pyruvat-
abhangigen Biolumineszenz wider. Der LDH-Test basiert auf dem Prinzip der Umwandlung
von Pyruvat zu Laktat. Bei beiden Versuchen wird NADH durch die Extinktion bei 340 nm
bestimmt. So kommt es wahrend des Reaktionsverlaufs bei der PDH-Reaktion zu einer Zu-
nahme, bei der LDH-Reaktion zu einer Abnahme der Extinktion. Abbildung 3-15 zeigt Kalib-
rierungskurven, die mit Hilfe der Endpunkt-Methodik durchgefiihrt wurden und AE340 in Ab-
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hangigkeit des Pyruvatgehalts zeigen. Diese Kalibrierungen wurden zur Berechnung der
Blindproben herangezogen.

Die Messungen der sauren Extrakte mit Hilfe des PDH-Tests zeigten in zwei Blindproben
eine Abweichung vom tatsachlich enthaltenen Pyruvatgehalt von = 14 %. Diese beiden Pro-
ben (Nr. 1 und 2) lagen im unteren Bereich bis 0,3 umol/g Pyruvat.

Der LDH-Test zeigte nur in einem Extrakt eine sehr hohe Abweichung vom tatsachlichen

Pyruvatgehalt in der Probe (Nr. 1). Die ubrigen Blindproben wiesen Abweichungen von

< 9 % auf. Alle Ergebnisse sind in Tabelle A5 im Anhang zusammengefasst.
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Abbildung 3-15: Photometrische Tests — Standardkurven von Leberhomogenaten mit de-
finiertem Pyruvatgehalt.

Standardkurven saurer Extrakte von Leberhomogenaten, die mit Hilfe des (A) PDH-Tests bzw.
(B) LDH-Tests gemessen wurden. Fur alle Messpunkte sind Mittelwerte £ SD von Dreifachbe-
stimmungen gezeigt.

3.6.4 Ergebnisse des kolorimetrischen photometrischen Tests
Neben der HPLC diente ein weiterer nicht-enzymatischer Test zur Kontrolle der neu etablier-

ten Biolumineszenzmethode. Der Test beruht auf einem Protokoll von Anthon und Barrett
(2003) und wurde so modifiziert, dass er im 96-Well-Format angewendet werden konnte. Der
kolorimetrische Test war im Vergleich zu allen anderen Versuchen am wenigsten aufwandig.
Auch hier wurden die Perchlorsaureextrakte der Standards und Blindproben von Leberho-
mogenaten in Dreifachbestimmungen gemessen. Abbildung 3-16 zeigt eine reprasentative
Standardkurve der sauren Extrakte von Leberhomogenaten.

Acht der zehn gemessenen Blindproben zeigten im Wiederfindungsexperiment mit Hilfe des
kolorimetrischen Tests Abweichungen zum tatsadchlich enthaltenen Pyruvatgehalt von
< 10 %. Lediglich zwei Proben (Nr. 1 und 6) wiesen héhere Abweichungen auf (39 % bzw.

13 % niedriger im Vergleich zu den tatsachlich vorliegenden Gehalten), wobei Probe Nr. 1
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auch in beiden enzymatischen Referenzmethoden auffallig war. Alle Messergebnisse und

Abweichungen sind in Tabelle A5 im Anhang angegeben.
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Abbildung 3-16: Kolorimetrischer Test —reprasentative Standardkurve von Leberhomo-
genaten definierter Pyruvatgehalte.

Standardkurve saurer Extrakte von Leberhomogenaten, die mit Hilfe des kolorimetrischen Tests
mit Hilfe von DNPH gemessen wurden. Fir alle Messpunkte sind Mittelwerte + SD von n=3
gezeigt.

3.6.5 Zusammenfassung der Wiederfindungsexperimente
Die Wiederfindungsexperimente fir die Pyruvat-abhangige Biolumineszenz wurden an zehn

Blindproben durchgeflihrt. Diese wurden neben der Biolumineszenz auch mit vier verschie-
denen unabhangigen Testverfahren untersucht, die sowohl auf enzymatischen als auch auf
nicht-enzymatischen Prinzipien beruhten.

Groliere Abweichungen wiesen die enzymatischen Referenzmethoden und der kolorimetri-
sche Test bei der Probe mit dem geringsten Pyruvatgehalt (Nr. 1 mit 0,18 ymol/g Pyruvat)
auf. Da sowohl das Biolumineszenzverfahren als auch die HPLC in dieser Probe viel gerin-
gere Fehler aufwiesen, ist davon auszugehen, dass es sich hier nicht um einen Pipettierfeh-
ler handelte, sondern entweder um ein Sensitivitatsproblem der entsprechenden Methoden
oder um eine geratespezifische Eigenart, die in diesem Bereich nur bei der Messung im Mic-
roplate Reader auftauchte. Bei diesen geringen Pyruvatgehalten lagen entsprechend kleine
Extinktionsanderungen vor, die unter Umstanden schon an der unteren Grenze der absolu-
ten Messgenauigkeit dieses Gerats lagen.

Abbildung 3-17 zeigt die Ergebnisse aller Referenzmethoden und der Pyruvat-abhangigen
Biolumineszenzmethode im Vergleich. Die gemessenen Gehalte sind als Funktion des tat-

sachlich enthaltenen Pyruvats der Blindproben aufgetragen. Die graue Linie in der Graphik
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zeigt die Diagonale beider Parameter mit einer Korrelation von 1. Dies bedeutet, dass Punk-
te, die direkt auf dieser Linie liegen, keine Abweichung vom ,Sollwert“ aufweisen.

Die hier entwickelte Biolumineszenzmethode zur quantitativen und zur regionalen Bestim-
mung von Pyruvat wies eine gute Wiederfindung in den Blindproben auf. Die grofte Abwei-

chung vom tatsachlichen Pyruvatgehalt lag in zwei von zehn Proben bei 15 %.
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Abbildung 3-17: Zusammenstellung der Wiederfindungexperimente.

Gezeigt sind mittels Biolumineszenz (rot) und Referenzmethoden (schwarz) bestimmtes Pyru-
vat (umol/g) in Blindproben als Funktion des tatsachlich vorliegenden Gehalts. Die graue Linie
symbolisiert die Diagonale mit einer Korrelation von 1,0. Alle gezeigten Werte stammen aus
Mittelungen von Dreifachbestimmungen. Die gemessenen Werte der Biolumineszenz- und aller
Referenzmessungen sind in Tabelle A5 im Anhang aufgelistet.

In weiteren Versuchen wurde Tumormaterial — humane Xenotransplantate und Biopsien des
Kopf-Hals-Bereichs — mit der neuen Methode untersucht. Dabei wurde sowohl eine Quantifi-
zierung des Metabolitgehalts verschiedener Gewebeareale innerhalb eines Kryoschnittes

vorgenommen, als auch die regionale Verteilung von Pyruvat untersucht.

3.7 Anwendungsbeispiele der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenz

Die Quantifizierung und rdumliche Darstellung von Pyruvat erfolgte an Xenotransplantaten
humaner Plattenepithelkarzinomzelllinien und an humanen Tumorbiopsien aus der Kopf-
Hals-Region (HNSCC). Das Tumormaterial wurde sofort nach der Entnahme in flissigen
Stickstoff eingebracht, um den in vivo Metabolitstatus zu fixieren. Die korrekte Handhabung
der Entnahme und der Erhalt der Gewebevitalitat wurden bei jeder Biopsie zunachst durch

die Messung von ATP Uberprift. Vor dem Schneiden wurden bei ausreichend groRen Gewe-
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beproben zur spateren Orientierung und Zuordnung der Metabolitverteilung zu strukturellen
Merkmalen mit Hilfe einer speziellen Gabel zwei parallele Kanale in die Biopsie gestochen.
HE-gefarbte Parallelschnitte dienten der histologischen Beurteilung der Proben. Um das digi-
tale Graustufenbild zur Lokalisation und Quantifizierung von Pyruvat innerhalb eines Gewe-
beschnittes deutlicher zu veranschaulichen, erfolgte die Kodierung definierter Konzentrati-

onsbereiche in Falschfarben.

3.7.1 Darstellung der strukturassoziierten Auswertung der Pyruvat-abhangigen Bio-
lumineszenz anhand eines HNSCC-Xenotransplantats

Die vielfaltigen Moglichkeiten der bildgebenden Biolumineszenzmethode sind in Abbil-
dung 3-18 exemplarisch veranschaulicht: In (A) ist ein HE-gefarbter Kryoschnitt eines
HNSCC-Xenotransplantats gezeigt, bei dem histologisch definierte Areale wie Tumor-, Mus-
kel- oder Bindegewebe und Haut graphisch durch Konturzeichnungen hervorgehoben sind.

(B) zeigt eine kalibrierte Pyruvatverteilung in Falschfarben eines Folgeschnittes von (A).

Pyruvat
(pmolfg)
<02 [ ]
0,2-0,4
0,4-0,6
0,6-0,8 |
1,0-1,2
1,2-1,4
1,416 | |
1,6-1,8 [
1,8-2,0 | |
>2,0

Abbildung 3-18: HE-Farbung und raumliche Verteilung von Pyruvat innerhalb eines Xe-
notransplantatschnittes.

(A) HE-gefarbter Kryoschnitt eines HNSCC-Xenotransplantats. Gewebespezifische Areale sind
mit Konturen gekennzeichnet. Tu = vitales Tumorgewebe, Bg = Bindegewebe, Mu = Muskelge-
webe und Ha = Haut. (B) Falschfarbenkodiertes Digitalbild eines Parallelschnittes nach Biolu-
mineszenzmessung von Pyruvat. Die eingezeichneten Konturen der gewebespezifischen Area-
le entsprechen (A). Zwei parallele Stichkanale innerhalb der Biopsie dienen der korrekten Ori-
entierung zur gewebespezifischen Auswertung.

Die in Abbildung 3-18 (A) markierten Areale lassen sich mit Hilfe der entsprechenden Com-
putersoftware auf das Bild in (B) tUbertragen. Somit ist eine selektive Analyse der Pyruvatver-
teilung in den genannten Gewebearealen mdglich. Die zu den gekennzeichneten Arealen

korrespondierenden statistischen Analysen der Pyruvatkonzentrationen in Form von Haufig-
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keitsverteilungen innerhalb der entsprechenden Flache sind in Abbildung 3-19 aufgefuhrt.

Den hdchsten Pyruvatgehalt mit 1,14 ymol/g wiesen Muskel- und vitales Tumorgewebe auf.
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Abbildung 3-19: Statistische Auswertung der Pyruvatverteilung aus den in Abbil-
dung 3-18 gekennzeichneten Arealen.

Haufigkeitsverteilungen des Gehalts an Pyruvat (umol/g) innerhalb eines Kryoschnittes. Mit-
telwert und Median der entsprechenden Areale und deren Flachenanteil in % bezogen auf den
gesamten Schnitt sind in der Tabelle rechts unten angegeben.
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Die einzelnen Pyruvatwerte (umol/g) sind im Tumor- und Muskelgewebe einer Normalvertei-
lung entsprechend verteilt. Nur wenige Stellen wiesen Werte Uber 2,0 ymol/g und unter
0,5 umol/g Pyruvat auf. Der Anteil des vitalen Tumorgewebes am Gesamtschnitt betrug
59 %, Muskelgewebe nur 3 %. Bindegewebe und Haut machten 9 % bzw. 10 % Flachenan-
teil aus; hier war die Verteilung des Pyruvatgehalts verschoben, d.h. die Mittelwerte lagen in
hoheren Bereichen als die Mediane. Der Flachenanteil fir Bindegewebe und Haut, der Uber
1,0 ymol/g Pyruvat lag, entsprach nur 7 % fur das Bindegewebe und 16 % fir die Haut. Im
Vergleich dazu lag der Flachenanteil von Tumor- und Muskelgewebe, der Gber 1,0 umol/g
lag, bei 76 % bzw. 74 %. Die Uber die Flache gemittelten Werte von ATP, Laktat und Pyruvat
in den separat ausgewerteten Gewebearealen sind in Tabelle 3-3 zusammengestellt. Der
Mittelwert fir Pyruvat der gesamten Flache des Parallelschnittes lag bei 0,96 pmol/g. Tumor-
und Muskelanteil wiesen im Durchschnitt hohere Pyruvatwerte (1,14 ymol/g) im Vergleich zur
gesamten Flache des Schnittes auf, Bindegewebe und Haut niedrigere (0,47 umol/g bzw.
0,59 uymol/g). Der ATP-Gehalt des gesamten Parallelschnittes lag bei 0,8 umol/g. Sowohl
Muskel- als auch Tumorgewebe wiesen hdhere ATP-Werte auf (1,3 pumol/g bzw. 1,0 umol/g),
Bindegewebe und Haut wesentlich niedrigere (0,1 pmol/g bzw. 0,3 umol/g). Der mittlere Lak-
tatgehalt dieses Kryoschnittes lag bei 12,1 umol/g. Laktat im vitalen Tumorgewebe war mit
15,9 ymol/g um den Faktor 1,3 héher als in der gesamten Schnittflache. In Muskel- und Bin-
degewebe wurden Werte von 11,0 umol/g bzw. 6,8 umol/g Laktat ermittelt.

Aus den Uber die entsprechenden Flachen gemittelten Werten fur Laktat und Pyruvat wurden
die L/P-Quotienten gebildet. Das Muskelgewebe wies mit 9,6 den niedrigsten, das Bindege-
webe mit 14,9 den hochsten Verhaltniswert auf. Tumorgewebe und Haut lagen bei 13,9 bzw.
10,5.

Tabelle 3-3: ATP, Laktat und Pyruvat (umol/g) in ausgewahlten Area-
len des in Abbildung 3-18 und 3-19 gezeigten HNSCC-Xenotrans-
plantatschnittes und L/P-Verhéaltnisse. Die ausgewahlten Areale sind in
Abbildung 3-18 gekennzeichnet.

ATP Laktat Pyruvat L/P
Gesamt 0,8 12,1 0,96 12,6
Tumorgewebe 1,0 15,9 1,14 13,9
Muskelgewebe 1,3 11,0 1,14 9,6
Bindegewebe 0,1 6,8 0,47 14,5
Haut 0,3 6,2 0,59 10,5

3.7.2 Pyruvat-, Laktat- und ATP-Bestimmungen in HNSCC-Xenotransplantaten
Von acht Tumorlinien (Cal33, FaDu, SAS, UTSCC-5, -14, -15, -45 und XF354) wurde in je 6

bis 12 Xenotransplantaten der Pyruvatgehalt gemessen, wobei dieser in den HNSCC-Xeno-

transplantaten im Mittel bei 1,24 £ 0,20 ymol/g Pyruvat lag. In Tabelle 3-4 sind flir jede der
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acht Tumorlinien die Mittelwerte + SD von Pyruvat (umol/g) der gesamt ausgewerteten Fla-
chen im Vergleich zu den ermittelten Werten innerhalb des vitalen Tumorgewebes und des-
sen Flachenanteil am Xenotransplantat angegeben. Abbildung 3-20 veranschaulicht noch
einmal die Unterschiede des Pyruvatgehalts der gesamten Flache der Kryoschnitte vergli-
chen mit dem Gehalt des darin vorkommenden vitalen Tumorgewebes. Die Aufstellung der
Daten erfolgte in alphabetischer Reihenfolge der Namensabkiirzungen. Diese Anordnung

wird im Folgenden sowohl fiir graphische Abbildungen als auch fiir Tabellen beibehalten.
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Abbildung 3-20: Bestimmung von Pyruvat (umol/g) in HNSCC-Xenotransplantaten.
Vergleich des Gehalts an Pyruvat (umol/g) im gesamten Gewebeschnitt (schwarze Kasten,
Mittelwerte - SD) und im vitalen Tumorgewebe (rote Kreise, Mittelwerte + SD). Die Werte
stammen aus 6 bis 12 Schnitten je Tumorlinie.

Alle acht Linien wiesen im Durchschnitt innerhalb des Tumorgewebes (rote Kreise) einen um
21 % hoheren Gehalt an Pyruvat im Gegensatz zur gesamten Gewebeflache (schwarze Kéas-
ten) auf. In Tabelle 3-4 sind unter anderem die prozentualen Flachenanteile des Tumorge-
webes bezlglich des gesamten Schnittes angegeben. Der Anteil des Tumorgewebes
schwankte im Extremfall von nur 11,8 %, bezogen auf die Gesamtflache des Kryoschnittes,
bis hin zum entgegengesetzten Extrem, in dem 95 % des Gewebeschnittes aus vitalem Tu-
morgewebe bestand. Die prozentualen Anteile des vitalen Tumorgewebes beziglich der ge-
samten Schnittflache sind fir alle gemessenen Kryoschnitte der Xenotransplantate im An-
hang in Tabelle A6 aufgefuhrt.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer separaten Betrachtung und Auswer-
tung unterschiedlicher histologischer Gewebetypen in Xenotransplantaten oder — wie im Fol-

genden gezeigt wird — auch in Humanbiopsien.
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Tabelle 3-4: Pyruvatgehalt (umol/g) in HNSCC-Xenotransplantaten und Flachenanteile

von vitalem Tumorgewebe am Transplantat. Gezeigt sind Mittelwerte + SD.

Pyruvat im Flachenanteil
vitales vitalen vitales

gesamt Tumorgewebe | Tumorgewebe | Tumorgewebe N

(hmol/g) (umol/g) (% bezogen (% bezogen

auf gesamt) auf gesamt)
Cal33 0,97 + 0,31 1,16 £ 0,39 120 30 + 11 11
FaDu 1,24 £ 0,17 1,42 +£0,18 115 54 + 20 11
SAS 1,04 £ 0,14 1,28 £ 0,11 123 43 +16 12
UTSCC-5 0,73 +0,10 0,92 +0,15 126 42 £ 14 6
UTSCC-14 1,21 £ 0,17 1,38 £ 0,13 114 60 + 24 10
UTSCC-15 1,17 £ 0,18 1,49 £ 0,17 127 24 +7 11
UTSCC-45 1,10+ 0,13 1,25+ 0,19 114 38 +10 6
XF354 0,81 +0,16 1,02 £ 0,06 126 34+6 3*

Detaillierte Angaben zu den Pyruvatwerten der einzelnen Xenotransplantate finden sich im
Anhang in den Tabellen A7 und A8. Die Anzahl der gemessenen Tumore pro Linie ist in der
letzten Spalte mit ,N“ angegeben. Pro Tumor wurde ein Gewebeschnitt gemessen.

*Fur XF354 wurden aus drei verschiedenen Tumoren je zwei Schnitte gemessen.

Die Ergebnisse der Metabolitbestimmungen aller acht Tumorlinien fir ATP, Laktat und Pyru-
vat sind in Tabelle 3-5 zusammengefasst. Die angegebenen Werte beziehen sich hier aus-
schlieB3lich auf das vitale Tumorgewebe. Die Anzahl der untersuchten Kryoschnitte betrug far
ATP und Laktat mindestens 33, die sich aus 11-13 Tumoren pro Linie & wenigstens drei Se-
rien zusammensetzten. Die Anzahl der analysierten Schnitte fur Pyruvat ist in Tabelle 3-4
angegeben, wobei hier jeder Schnitt aus einem anderen Tumor stammte. Eine Ausnahme
bildete die Linie XF354; hier wurden aus drei verschiedenen Tumoren dieser Linie je zwei
Schnitte gemessen. Aus den Mittelwerten von Laktat und Pyruvat (umol/g) wurde innerhalb

einer Linie das L/P-Verhaltnis bestimmt.

Tabelle 3-5: ATP, Laktat und Pyruvat (umol/g) in vitalem Tumorgewebe von
HNSCC-Xenotransplantaten und entsprechende L/P-Verhéltnisse. Mittelwer-

te £ SD sind dargestellt.
ATP Laktat Pyruvat L/P
Cal33 1,4+0,2 26,7 +4,8 1,16 + 0,39 246+5,6
FaDu 1,4+0,7 16,9+24 1,42 +0,18 12,0+1,8
SAS 0,8+0,3 17,1+ 3,9 1,28 + 0,11 13,3+ 2,1
UTSCC-5 1,5+04 259+3,9 0,92 +0,15 27,3+49
UTSCC-14 20+0,6 11,8 + 3,6 1,38+ 0,13 8,9+25
UTSCC-15 25+0,3 14624 1,49 + 0,17 9,8+1,3
UTSCC-45 1,3+0,3 18,1+29 1,25+ 0,19 14,4 + 3,5
XF354 1,5+0,5 72+1,5 1,02 + 0,06 72+0,8

Die Anzahl der untersuchten Schnitte betrug flir ATP und Laktat mindestens 33, die
sich aus 11-13 Tumoren pro Linie a wenigstens drei Serien zusammensetzen. Die
Anzahl der analysierten Schnitte fur Pyruvat ist in Tabelle 3-4 angegeben.
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In Bereichen von vitalem Tumorgewebe lagen die durchschnittichen Werte fur ATP der
HNSCC-Xenotransplantate bei 0,8-2,5 umol/g. Diese Regionen wiesen Laktatwerte von
7,2-26,7 ymol/g auf. Detaillierte Angaben zu diesen Stoffwechselprodukten finden sich in der
Dissertationsschrift von V. Quennet (2007) und in Quennet et al. (2006). Die ausfihrlichen
Daten zu Cal33 sind im Anhang zusammengefasst (siehe Tabelle A9). Pyruvat wies in allen
acht Tumorlinien sehr ahnliche Werte auf. Der Gehalt schwankte im Mittel zwischen
0,92 umol/g (UTSCC-5) und 1,49 umol/g (UTSCC-15). Das aus Laktat und Pyruvat resultie-
rende Verhaltnis lag im Bereich von 7,2 flir XF354 und 27,3 fur UTSCC-5.

Abbildung 3-21 zeigt, dass das L/P-Verhéltnis der in dieser Arbeit untersuchten HNSCC-
Xenotransplantate maRgeblich vom Laktatgehalt bestimmt wurde. Eine Spearman Analyse
und eine lineare Regression ergaben eine hoch signifikante positive Korrelation dieser bei-

den Parameter.
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Abbildung 3-21: L/P-Verhéaltnis in acht Linien humaner HNSCC-Xenotransplantate als
Funktion des Laktatgehalts.

Das L/P-Verhaltnis von acht Tumorlinien ist in Abhangigkeit vom entsprechenden Laktatgehalt
(umol/g) aufgetragen. Es sind jeweils Mittelwerte + SD aller gemessenen Tumoren pro Linie
gezeigt. Eine Spearman Rangkorrelation und eine lineare Regression ergaben eine hoch signi-
fikante Korrelation der beiden Parameter.
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3.7.3 Pyruvat-, Laktat- und ATP-Bestimmungen in humanen HNSCC-Biopsien
In neun Humanbiopsien des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) wurde Pyruvat mit Hilfe der neuen

Biolumineszenzmethode ermittelt. Zur Identifizierung des Tumorgewebes innerhalb der Ge-

webeschnitte der Biopsien wurden Cytokeratinfarbungen vorgenommen. Die Qualitatskon-
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trolle bezuglich Entnahmetechnik und Kryokonservierung erfolgte in einem Parallelschnitt
durch eine ATP-Bestimmung. Des Weiteren wurde der Laktatgehalt ermittelt.

Bei der Biopsie TR02 war kein ATP nachweisbar, TR19 wies nur einen sehr geringen Gehalt
von 0,1 ymol/g auf (siehe Tabelle 3-6). Diese Proben wurden daher nicht weiter bearbeitet.
Bei der Biopsie TR18 konnte nur ein ca. 5%iger Anteil an Tumorgewebe festgestellt werden.
Da die Probe insgesamt sehr klein war, wurde auch diese nicht weiter charakterisiert. Die
Ubrigen sechs Biopsien wurden auf ihren Pyruvat- und Laktatgehalt hin Uberprift. In den Fal-
len, in denen Normalgewebe in der Biopsie enthalten war, wurde dieses separat vom vitalen
Tumorgewebe ausgewertet. Aus den Uber die entsprechenden Flachen gemittelten Laktat-
und Pyruvatdaten wurde das L/P-Verhaltnis flr das vitale Tumorgewebe und den Normalge-

webeanteil bestimmt.

1,0
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Abbildung 3-22: Pyruvatgehalt (umol/g) in vitalem Tumorgewebe humaner HNSCC-
Biopsien.

Rote Kreise zeigen den ermittelten Gehalt von Pyruvat im vitalen Tumorgewebe einzelner Pa-

rallelschnitte (rote Kreise). Die Mittelwerte der vier Serien einer Biopsie sind jeweils als schwar-
ze Balken dargestellt.

Abbildung 3-22 zeigt Pyruvat (umol/g) im vitalen Tumorgewebe von sechs Humanbiopsien.
Dargestellt sind jeweils vier Serienschnitte (rote Kreise) einer Biopsie und der daraus resul-
tierende Mittelwert (Balken). Insgesamt war hier der Pyruvatgehalt tiber alle Proben gemittelt
(0,41 £ 0,09 umol/g) um den Faktor 3,02 niedriger als der der oben gezeigten Xenotrans-
plantate. Den geringsten mittleren Pyruvatgehalt wies die Probe TR04 mit 0,30 + 0,10 ymol/g
auf, den hochsten die Probe TR10 mit 0,55 + 0,16 ymol/g. Da hier — im Gegensatz zu den
Xenotransplantaten — fiir jede Biopsie vier Messungen erfolgten, ist die teilweise sehr hete-
rogene Verteilung von Pyruvat innerhalb einer Tumorprobe zu erkennen. Auch die Werte flr

Laktat waren hier im Mittel (8,9 £ 6,2 ymol/g) niedriger als die der Xenotransplantate. Sie
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lagen im Bereich von 5,3 + 2,3 umol/g bis 21,2 + 2,4 ymol/g Laktat im vitalen Tumorgewebe.

Die Mittelwerte (+ SD) der Laktat- und ATP-Bestimmungen sind in Tabelle 3-6 angegeben.

Tabelle 3-6: Pyruvat, Laktat und ATP (umol/g) in humanen HNSCC-Biopsien. Gezeigt sind Mit-

telwerte + SD.

Pyruvat (umol/g) Laktat (umol/g) ATP (umol/g)
vitales Normalgewebe vitales Normalgewebe gesamt
Tumorgewebe Tumorgewebe

HF 0,44 £ 0,31 0,42 + 0,28 21,2+2,4 25,1+ 3,1 0,8+0,1
TRO2 n.e. n.e. n.e. n.e. 0,0+£0,0
TRO3 0,31 £0,05 0,24 9,0+£3,8 48 +3,8 1,0£0,2
TRO4 0,30 £0,10 0,21 +£ 0,09 6,6+1,3 44+0,6 1,0+£0,2
TRO6 0,45+ 0,23 - 71+22 - 0,6+0,2
TR10 0,50+0,16 - 53123 - 1,3+£0,0
TR11 0,43 +£0,27 0,2 42 +3,3 49+44 0,9+0,1
TR18 n.e. n.e. n.e. n.e. 0,4+0,1
TR19 n.e. n.e. n.e. n.e. 0,1+£0,0

n.e. = nicht ermittelt.

Vier der neun Biopsien enthielten Anteile von Normalgewebe (siehe Tabelle 3-6 und A11). In

dreien dieser Proben lag der Pyruvatgehalt im Normalgewebe unter dem des vitalen Tumor-

gewebes. Auch hier wiesen alle Proben — wie es auch bei den Xenotransplantaten der Fall

war — im Mittel héhere Pyruvatwerte im vitalen Tumorgewebe als im Normalgewebe auf.

Auch der Laktatgehalt unterschied sich in Tumor- und Normalgewebe. Hier lagen zwei der

vier Proben mit Normalgewebeanteil deutlich unter dem Laktatgehalt des vitalen Tumorge-

webes. Die mittleren Flachenanteile von Tumor- und Normalgewebe am gesamten Gewebe-

schnitt sind in Tabelle 3-7 gezeigt. Die Messergebnisse fur jeden einzelnen Schnitt sind im
Anhang in Tabelle A10 aufgefuhrt.

Tabelle 3-7: L/P-Verhaltnisse und prozentuale Anteile von vitalem Tumorgewebe und Nor-
malgewebe humaner HNSCC-Biopsien. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD fiir das vitale Tu-

mor- und Normalgewebe von jeweils vier Serienschnitten.

L/p Flachenanteil
(% bezogen auf gesamt)
vitales Normalgewebe vitales Normalgewebe
Tumorgewebe Tumorgewebe

HF 62,8 £ 30,8 76,9 £ 39,9 24 +9 24 +7
TRO3 30,6 £ 15,2 19,9 66 +7 5+£3
TRO4 23,8 +6,7 239+84 60+ 12 153
TRO6 18,1+5,9 - 61+ 26 -
TR10 11,2+71 - 85+12 -
TR11 13,9+14,4 23,0 7919 15+ 2
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Abbildung 3-23 zeigt die prozentualen Mittelwerte £+ SD des vitalen Tumorgewebes aus je-
weils vier Serien der Humanbiopsien. Wie auch bei den Xenotransplantaten konnte bei den
Humanbiospien ein signifikanter, linearer Zusammenhang zwischen L/P-Verhaltnis und Lak-
tatgehalt der Tumoren festgestellt werden. Allerdings war hier die Spearman Rangkorrelation

nicht so hoch signifikant wie bei den Xenotransplantaten (siehe Abbildung 3-21).

100

Lineare Regression
80 - Y =0,130 + 2,989 = X

1| R=0,98223
=0,0005 -
.'g 604 p HH
= P
<
9
=
[a 1
3
Spearman Rangkorrelation
R =0,88571
p =0,01885
0 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Laktat (umol/g)

Abbildung 3-23: L/P-Verhéltnis in humanen HNSCC-Biopsien als Funktion des Laktatge-
halts.

Das L/P-Verhaltnis von sechs Tumorlinien ist in Abhangigkeit von dem entsprechenden Laktat-
gehalt (umol/g) aufgetragen. Es sind jeweils Mittelwerte + SD aus je vier Gewebeschnitten pro
Biopsie gezeigt. Die lineare Regression ergab eine hoch signifikante Korrelation zwischen bei-
den Parametern. Die Rangkorrelation mit Hilfe der Spearman-Analyse ergab ebenfalls einen
signifikanten Zusammenhang.

3.8 Erstellen von L/P-Karten aus Laktat- und Pyruvatbiolumineszenzen

Die neu etablierte Pyruvatbiolumineszenz wurde mit der bereits bestehenden Laktatbiolumi-
neszenz kombiniert, so dass die regionale Verteilung der L/P-Verhaltnisse innerhalb von
Geweben mittels einer L/P-Karte anschaulich gemacht werden konnte.

Anhand eines humanen xenotransplantatierten Tumors wird hier exemplarisch die Erstellung
einer L/P-Karte beschrieben. Da in diesem Fall zwischen den Parallelschnitten fur Laktat und
Pyruvat nur ca. 20 ym lagen, wurden die entsprechenden digitalen Biolumineszenzbilder
anhand der Stichkanale und anderer eindeutiger Merkmale moglichst genau in Deckung ge-
bracht. So wurden fiir Laktat und Pyruvat dieselben gewebespezifischen Areale ausgewertet.
Fir jeden Punkt des jeweiligen Bildes wurde der Gehalt von Pyruvat und Laktat mit Hilfe der

entsprechenden Kalibrierungen berechnet. Aus diesen Werten erfolgte die Berechnung des
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L/P-Verhaltnisses fir jeden Bildpunkt. Ausgehend von diesem ,Textbild“, das die Quotienten
fur jede XY-Koordinate enthielt, wurde ein Graustufenbild erzeugt. Dieses konnte analog zur

Pyruvat- und Laktatdarstellung in Falschfarben kodiert werden.

Laktat Pyruvat
(umol/g)  (pmolig)

<2 <0,2
2,04,0 0,2-0,4
4,0-6,0 0,4-0,6
6,0-8,0 0,6-0,8
8,0-10,0 1,01,2
10,0-12,0 1,214
12,0-14,0 1,416
14,0-16,0 1,6-1,8
16,0-18,0 1,8-2,0
> 18,0 >2,0

Abbildung 3-24: Erzeugung einer L/P-Karte in Falschfarben aus korrespondierenden Lak-
tat- und Pyruvatverteilungen in einem humanen xenotransplantierten Karzinom der Kopf-
Hals-Region (HNSCC).

Parallelschnitte von (A) HE, (C) Laktat und (D) Pyruvat. (B) zeigt die aus (C) und (D) erstellte
L/P-Karte. Falschfarbenkodierte Konturen fir die strukturassoziierte Auswertung definierter
Areale innerhalb des Xenotransplantats sind eingezeichnet. Der fir jede Farbe definierte Ge-
haltsbereich der Metabolite ist in der Farbskala rechts unten angegeben. Die Skala fir die L/P-
Verhaltnisse ist rechts oben gezeigt. Abkirzungen: Ha = Haut, Mu = Muskel, Tu = Tumor.

Abbildung 3-24 zeigt die via Biolumineszenz ermittelte raumliche und quantitative Darstel-
lung der Metabolite Laktat und Pyruvat von aufeinander folgenden Kryoschnitten eines
HNSCC-Xenotransplantats und die daraus resultierende L/P-Karte. Wie fiir die einzelnen
Stoffwechselprodukte ist es auch hier méglich, das L/P-Verhaltnis in gewebespezifischen
Arealen zu ermitteln und darzustellen. Mit Hilfe des HE-gefarbten Parallelschnittes konnte
eine gewebsspezifische Auswertung am gezeigten Xenotransplantat vorgenommen werden.
So konnte das vitale humane Tumorgewebe (Tu) unabhangig von angrenzenden, aus der

Maus stammenden Gewebstypen wie Muskel (Mu) oder Haut (Ha) analysiert werden. Der
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prozentuale Anteil des vitalen Tumorgewebes am Gesamtschnitt lag bei 45 %, der fir Mus-
kelgewebe bei 28 % und fur Haut bei 10 %. Sowohl die Metabolitgehalte als auch die L/P-
Verhéltnisse sind in Falschfarben dargestellt. Die dazu korrespondierenden statistischen
Analysen in Form von Haufigkeitsverteilungen von Laktat, Pyruvat und L/P innerhalb der
gekennzeichneten Areale sind in Abbildung 3-25 dargestellt.
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Abbildung 3-25: Statistische Auswertung der in Abbildung 3-24 gekennzeichneten Areale
(Tu, Mu, Ha).

Haufigkeitsverteilungen fir die Metabolite Laktat und Pyruvat in umol/g und fur die daraus resul-
tierenden L/P-Verhéltnisse. In der Tabelle rechts unten sind die Mittelwerte (und Mediane in
Klammern) der Metabolite bzw. das L/P-Verhaltnis innerhalb des angegebenen Gewebeareals
dokumentiert. Grau: Muskelgewebe; weil3: Haut; schwarz: vitales Tumorgewebe.

Aus beiden Abbildungen geht hervor, dass Laktat und Pyruvat im Tumorgewebe des hier
dargestellten Xenotransplantats héher konzentriert sind und Gber einen grofleren Wertebe-
reich verteilt vorliegen als im angrenzenden Muskelgewebe und der Haut. Auch das Verhalt-
nis von Laktat zu Pyruvat ist im vitalen Tumorgewebe wesentlich hdher als im Normalgewe-

be. Interessanterweise ist der Streuungsbereich hier aber erheblich schmaler als in Haut und
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Muskel. Im Vergleich zu Referenzangaben im Blut (siehe Abschnitt 1.2) liegen die Werte fir
Laktat und Pyruvat insgesamt sehr hoch. Dagegen sind die Werte fur das L/P-Verhaltnis in

allen Gewebetypen im normalen Bereich.
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4 Diskussion

Im Vordergrund dieses Abschnitts steht die methodische Diskussion der neu etablierten Py-
ruvat-abhangigen Biolumineszenz. Dabei sind neben den biochemischen Vorgangen der Re-
aktionen die Moglichkeit zur Kalibrierung sowie die Reproduzierbarkeit von Messungen und
der experimentelle Aufwand wichtig. Des Weiteren werden die apparativen Mdglichkeiten,
insbesondere im Vergleich zu den anderen hier gezeigten Nachweismethoden und mit weite-
ren bildgebenden Verfahren diskutiert. Auflerdem werden die Ergebnisse der Pyruvatbestim-
mung an Beispielen von Xenotransplantaten und Humanbiopsien bewertet. Interessant hier-
bei sind Fragen nach der Verwendung von Pyruvat als prognostischem Faktor in der Tumor-
therapie und der praktischen Durchfiihrbarkeit von Biolumineszenzmessungen im klinischen

Routinebereich.

4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Biolumineszenzmethode

4.1.1.1 Die Reaktionslésung fur den Pyruvatnachweis
Die Basisreaktion der Bestimmung von Pyruvat mittels Biolumineszenz wurde, ausgehend

vom Testprotokoll der Firma Sigma, soweit modifiziert, dass eine moglichst hohe Extinktion
bei 340 nm (Entstehung von NADH+H") erzielt wurde. Die Bildung von NADH+H" war pro-
portional zur eingesetzten Pyruvatmenge (siehe Abbildung 3-5). Bei der Biolumineszenz-
reaktion knUpft sich an NADH+H" als Substrat die NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase- und an-
schlielend die Luziferasereaktion an (siehe Abbildung 2-5). Da die PDH auch durch ihre
Endprodukte gehemmt wird, wurde versucht, das bei der Reaktion entstehende Acetyl-CoA
mit Hilfe der Carnitin-Acetyltransferase wieder in CoA umzuwandlen, welches wiederum als
Cosubstrat mit in die Reaktion eingehen kann. Abbildung 3-4 (Test D) zeigt allerdings, dass
dieser Versuch keinen Vorteil gegenltiber dem Ansatz ohne Carnitin-Acetyltransferase brach-
te.

Die an der Bestimmung von Pyruvat beteiligten Enzyme haben verschiedene Temperatur-
und pH-Optima. Diese liegen fiir die aus Sus scrofa verwendete PDH bei 40 °C und einem
pH-Wert von 6,5-7,5 (Hamada et al., 1976). Firr die Messung mit NADH+H" als Substrat fir
die NFO werden ein pH-Wert von 8,5 und eine Temperatur von 22 °C verwendet, wobei die-
ses Enzym auch bei 50 °C noch seine volle Aktivitat beibehalt (Inouye, 1994; Nefsky und
DelLuca, 1982). Fir die Luziferasereaktion werden Messbedingungen von 23 °C bzw. 25 °C
bei einem pH-Wert von 7,0 angegeben (Inlow und Baldwin, 2002; Low und Tu, 2002). Als
Kompromiss aus diesen Angaben wurden fur die Pyruvatbestimmung via Biolumineszenz ein

pH-Wert von 7,4 und eine Messtemperatur von 30 °C gewahlt. Variationen dieser Bedingun-
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gen bezlglich der Lichtausbeute wurden aus Kostengriinden nicht getestet. Es ist jedoch
bekannt, dass diese Faktoren die Lichtintensitat beeinflussen (Strehler und Cormier, 1953).
Mit den von der Firma Roche angegebenen Mengen an einzusetzender NFO und Luziferase
fur die Biolumineszenzreaktion waren nur sehr geringe Lichtausbeuten mit Pyruvat als Sub-
strat zu erzielen. Aus diesem Grund wurden héhere Enzymkonzentrationen gewahlt (3 U/ml
fur die NFO und 15 mU/ml fir die Luziferase). Diese brachten eine entscheidend héhere
Lichtausbeute. Eine weitere Erhéhung der Konzentrationen dieser Enzyme erwies sich je-
doch als nicht vorteilhaft (siehe Abbildung 3-9 im Vergleich zu Abbildung 3-10). Der kleinste
unterscheidbare Gehalt fir die Pyruvat-abhangige Biolumineszenz lag bei 0,02 umol/g, die
kleinste nachweisbare Menge bei 0,04 pmol Pyruvat. Eine Erhéhung der spezifischen Licht-
ausbeute ware eventuell durch eine veranderte Zusammensetzung der Reaktionsldsung
maoglich. Dies wiirde es erlauben, kleinere Stufen zu unterscheiden und insgesamt geringere
Mengen Pyruvat zu detektieren und damit die Messgenauigkeit erhdhen. Da die Enzymel6-
sungen ohnehin schon sehr kostenaufwandig waren, wurden hierzu keine weiteren Experi-
mente vorgenommen.

Die Biolumineszenzreaktion basiert auf der Oxidation von FMNH, und einem langkettigen
Aldehyd. Hastings et al. (1963a) zeigten, dass die Lange der Aldehyde, die der Luziferase
als Substrat dienen, die Starke der Lichtemission beeinflussen. Bei Verwendung von Alde-
hyden mit 12, 13 oder 14 Kohlenstoffatomen zeigten sich héhere Lichtintensitaten als bei
solchen mit weniger C-Atomen (Hastings et al., 1963b). Das hier verwendete Decanal hat
zehn Kohlenstoffatomen. Durch Ersetzen dieses Aldehyds durch ein langerkettiges kdnnte
also die Lichtintensitat sehr wahrscheinlich erhéht werden. Aus Zeitgrinden wurde dem aber
nicht nachgegangen.

Essentiell fur die Biolumineszenzreaktion ist molekularer Sauerstoff. Durch die Grofde der
Messkammer und des darin enthaltenen Volumens der Enzymldsung kann unter Umstanden
der Sauerstoffgehalt ein limitierender Faktor fir die Reaktion sein. Daher ist es wichtig, das
Integrationszeitfenster nicht zu weit in spatere Zeitbereiche zu verschieben, da dann eventu-
ell nicht mehr geniigen Sauerstoff flr die Reaktion vorhanden ist. Eine VergroRerung der
Messmulde ware mdglich, wirde aber eine Erhdhung des einzusetzenden Messvolumens
bedeuten, was wiederum die Kosten pro Messung erhdhen wurde.

Wie schon oben erwahnt, spielen bei der Lichtausbeute die gewahlte Inkubationszeit sowie
das Zeitfenster zur Integration eine grof3e Rolle. Fur die Pyruvatmessungen erwiesen sich
Inkubationszeiten von 10 Sekunden als vorteilhaft, da die Reaktion schnell ihr Maximum er-
reichte. Eine Verlangerung der Messzeit resultierte zwar in hdheren Lichtintensitaten, zu lan-
ge Messzeiten erwiesen sich jedoch als unglnstig, da sich das bei der PDH-Reaktion gebil-
dete CO, gleichmaRig in Form von kleinen Blasen in der Messkammer ansammelte und da-

durch Artefakte in Form von Reflektionen entstanden. Dariiber hinaus verschlechtert eine zu
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lange Integrationszeit die regionale Auflésung durch Substratdiffusion (Levin et al., 2003;
Mueller-Klieser et al., 1988). Diese kdnnte durch Erhéhung der Viskositat der Reaktionslo-
sung durch Polyvinylpyrrolidon oder Gelatine bei Messungen bei ca. 10 °C reduziert werden
(Mueller-Klieser und Walenta, 1993). Levin et al. (2003) fanden dabei allerdings eine zu er-
wartende Reduktion der Lichtemission durch niedrigere Enzymaktivitaten und zudem eine
erhdhte methodische Schwankung.

Wie in Abbildung 3-12 gezeigt ist, hangt die Intensitat der Biolumineszenz von der Metabo-
litmenge des Schnittes ab und nicht vom Metabolitgehalt pro Gramm Probenmaterial. Diese
Schlussfolgerung konnte aus den Experimenten mit Biolumineszenzmessungen an Stan-
dards verschiedener Schnittdicken gezogen werden. Auch Schwickert (1995) und Levin et al.
(2003) konnten dies beobachten. Eine weitere Mdglichkeit zur Erhéhung der Signalintensitat
ware die Herabsetzung des elektronischen Schwellenwertes zur Registrierung der Photonen

im Kamerasystem. Allerdings ist damit ein starkeres Rauschsignal verbunden.

4.1.1.2 Die Kalibrierung der Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzmethode
Kalibrierungen der Lichtintensitdten wurden an unterschiedlich praparierten Standards

durchgefiihrt. Sowonhl fir die Standards, die mit Einbettmedium hergestellt wurden, als auch
fur solche, die aus Leberhomogenaten angefertigt wurden, stellte sich ein hoch signifikanter
Zusammenhang zwischen eingehendem Pyruvatgehalt, welcher sogar Uber dem zu erwar-
tenden physiologischen Bereich lag, und emittiertem Licht dar (siehe Abbildung 3-11). Ge-
webestandards wiesen in Mehrfachbestimmungen gréRere Abweichungen auf als Standards
in Einbettmedium, die insgesamt eine homogenere Struktur zeigten. Angesichts dieser Tat-
sache und der sehr aufwandigen Praparation der Gewebehomogenate sind fiir die Kalibrie-
rung Standards in Einbettmedium vorzuziehen.

Die Lagerung einer gebrauchsfertigen Reaktionsldsung ware insofern von Vorteil, da so nur
eine einmalige Kalibrierung eines grol3en Reaktionsansatzes noétig ware. Die Aufbewahrung
eines gebrauchsfertigen Ansatzes erwies sich aber als nicht vorteilhaft, da die Lichtausbeute
des Ansatzes trotz Lagerung im tiefgefrorenen Zustand (-20 °C oder -70 °C) nachlie3. Ver-
mutlich ist dies auf die PDH zurlckzuflhren, die in einer 50%igen Glycerinlésung geliefert
wird und somit auch bei niedrigen Temperaturen nicht einfriert. Durch die Verdinnung im
Reaktionsansatz fur die Pyruvat-abhangige Biolumineszenz friert das Enzym in der Losung
jedoch schon bei wenigen Graden unter Null ein. H6chst wahrscheinlich wird dadurch die
Aktivitat der PDH beeintrachtigt. Eine Lagerung ohne PDH ist kritisch, da es wegen der sehr
viskdsen Loésung erschwert wird, an jedem Tag exakt gleiche Volumina zu pipettieren, was
unter Umstanden eine erneute Kalibrierung nétig machen wirde. Aus diesem Grund wurde
an jedem Messtag ein neues Reaktionsgemisch angesetzt, die optimale Inkubations- und

Integrationszeit bestimmt und vor jeder Messreihe eine Kalibrierung durchgefuhrt.
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4.1.1.3 Apparative Moglichkeiten und Ortsauflésung
Das hier verwendete System zur Registrierung der Biolumineszenz ist eine Kombination aus

Multichannel-Plate (MCP) mit Phosphorschirm und CCD-Kamera (siehe Abbildung 2-3). Ein
MCP hat eine begrenzte Lebensdauer und stellt damit ein kritisches Verschleildteil dar. Neu-
ere Kamerasysteme zur Registrierung von Photonen arbeiten mit moderneren Technologien,
bei denen ein MCP nicht mehr nétig ist. Es handelt sich dabei um gekihlte, so genannte
Lback illuminated® CCD-Kameras, bei denen die Signalintegration unmittelbar auf dem Chip
erfolgt. Durch die Kihlung auf -80 °C wird das Hintergrundrauschen stark reduziert, was we-
sentlich langere Expositionszeiten moglich macht. Neben einer gréReren Sensitivitat haben
diese Systeme ein hoheres raumliches Auflésungsvermogen. Die Ortsauflésung der Biolu-
mineszenztechnik hangt aulRerdem entscheidend von Faktoren wie der mikroskopischen
VergrdlRerung, Lichtintensitat, Schnittdicke der Probe, Messtemperatur und Substratdiffusion
ab. Unter Berlcksichtigung dieser Faktoren ist bei der hier verwendeten apparativen Aus-
stattung eine lineare Ortsauflosung von ca. 10-100 ym mdglich (Mueller-Klieser et al., 1988).
Biopsien solider Tumoren und Xenotransplantate enthalten neben dem eigentlichen Tumor-
gewebe auch unterschiedliche Anteile anderer Gewebetypen wie z.B. Muskulatur, Haut oder
Bindegewebe, das sich als Stroma in das Innere des Tumorgewebes ziehen kann. Grofliere
Zellgruppen solcher Gewebeareale konnten ohne Probleme unter Zuhilfenahme des
HE-gefarbten Parallelschnittes identifiziert und separat ausgewertet werden (siehe Abbil-
dung 3-18 und 3-24). Eine Infiltration von Einzelzellen wie Makrophagen in ein Gewebe wird
mit der hier verwendeten Apparatur jedoch nicht erkannt. Mit Hilfe der oben beschriebenen
neueren Technologie konnte die Auflésung auf unter 10 um und damit sogar auf subzellula-

res Niveau gebracht werden.

4.2 Referenzmethoden und Wiederfindungsexperimente

4.2.1 Enzymatische photometrische Tests
Referenzmessungen an sauren Extrakten der Standards und Blindproben von Leberhomo-

genaten wurden unter anderem mit Hilfe der PDH-Reaktion als auch mit einer LDH-ab-
hangigen Reaktion gemessen. Beide photometrischen Tests basieren auf der Absorption von
NADH bei 340 nm, wobei beim PDH-abhangigen Test die Extinktionszunahme, beim
LDH-abhangigen die Extinktionsabnahme registriert wird. Die Tests wurden sowohl fur Stan-
dards als auch fur Blindproben in Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. Viele Messungen
konnten zeitgleich in 96-Well-Platten vorgenommen werden. Dabei wurden fur jede Bestim-
mung 10 yl Probe bendtigt, was im Vergleich zu anderen Referenzmethoden sehr wenig war.
Der LDH-Test wies bei den Blindproben geringere Fehlerabweichungen auf als der
PDH-Test (siehe Tabelle A5 im Anhang). Lediglich eine der zehn Proben zeigte in beiden
Tests einen groen Fehler. Aus der Abbildung 3-15 geht hervor, dass beide Tests in Mehr-
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fachbestimmungen sehr gut reproduzierbar waren. Extinktionsdnderungen zwischen 0 und
0,1 ymol/g Pyruvat spielten sich im Bereich der letzten von drei Nachkommastellen ab, so
dass die kleinste unterscheidbare Gewebskonzentration hier auf 0,2 ymol/g Pyruvat ge-
schatzt wurde. Verglichen mit dem PDH-Test war der LDH-Test kostenglnstiger und schnel-
ler anzusetzen. Daher wirde letztgenannter in Zukunft als photometrische Referenzmethode

dem PDH-Test vorgezogen werden.

4.2.2 Kolorimetrischer photometrischer Test
Der kolorimetrische Test basiert auf der Umwandlung von Pyruvat in ein Hydrazon, welches

durch Erhoéhung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich je nach anfanglicher Pyruvat-
menge zu einem Farbumschlag von gelb bis braun fiihrt. Die Messung bei 405 nm konnte
auch hier in 96-Well-Platten mit je Dreifachbestimmungen vorgenommen werden. Pro Mes-
sung wurden dabei 20 pl des sauren Extrakts bendtigt. Auch bei diesem Test waren die Ex-
tinktionsdnderungen im unteren Bereich des Pyruvatgehalts sehr gering, weshalb hier eben-
falls der kleinste unterscheidbare Gehalt auf 0,2 umol/g Pyruvat geschatzt wurde. Der kolori-
metrische Test war in Mehrfachbestimmungen sehr gut reproduzierbar und zeigte nur sehr
geringe Streuungen (siehe Abbildung 3-16). Der Test wies in nur einer von zehn Blindproben
einen grélReren Fehler auf (siehe Tabelle A5 im Anhang). Insgesamt betrachtet war dieser

Test am kostengulnstigsten und am wenigsten zeitintensiv.

4.2.3 HPLC
Zur Messung von Pyruvat mittels HPLC diente eine Anionenaustauscher-Saule; die Elution

der sauren Extrakte von Blindproben und Standards erfolgte mit 5 mM H,SO,, die Detektion
bei 210 nm. Die HPLC-Methode wies bezliglich der Blindproben die geringsten Fehlerabwei-
chungen auf (siehe Tabelle A5 im Anhang). Die Streuung innerhalb von Mehrfachbestim-
mungen war bei diesem Test ebenfalls sehr gering (siehe Abbildung 3-14). Die HPLC war
die sensitivste Methode zur Bestimmung von Pyruvat; die kleinste unterscheidbare Gehalts-
stufe von Pyruvat wurde hier auf 0,002 umol/g geschatzt. Pro Messung wurden 50 pl Probe
injiziert, was im Vergleich zu den anderen Referenzmethoden viel war. Da fur eine Probe ein
Lauf von mindestens 20 Minuten nétig war, erforderte diese Methode einen sehr hohen Zeit-
aufwand. Darlber hinaus mussten die Chromatogramme manuell ausgewertet werden, da
die Pyruvatpeaks oft nur mit Hilfe einer Subaddition eindeutig identifiziert und ausgewertet

werden konnten.
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4.2.4 Biolumineszenzmethode
Die Messung der Schnitte der Standards und Blindproben von tiefgefrorenen Leberhomoge-

naten erfolgte gleichermaflen und wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben. Sieben der zehn ge-
messenen Blindproben ergaben eine Abweichung von < 9 % vom eingesetzten Pyruvatge-
halt. Die maximale Abweichung lag bei 15 % (siehe Tabelle A5 im Anhang). Wie schon in
Abschnitt 3.6.1 beschrieben, ergaben Mehrfachbestimmungen von Leberhomogenaten
grundsatzlich héhere Streuungen als Messungen von Standards in Einbettmedium. Dies liegt
sehr wahrscheinlich an der sehr viel besseren Homogenitat des Einbettmediums im Ver-
gleich zu den Gewebepraparationen. Die Gewebehomogenate wurden jedoch angefertigt,
um die Blindproben, die via Biolumineszenz gemessen wurden, direkt mit den Referenzme-
thoden vergleichen zu kénnen. Es wurden also dieselben Proben mit verschiedenen Metho-
den analysiert. Einbettmedium eignet sich nicht flr eine saure Extraktion. Verglichen mit den
Referenzmethoden wird fir die Biolumineszenzmethode nur eine sehr geringe Menge Pro-
benmaterial — im Prinzip nur drei Gewebeschnitte fur eine aussagekraftige Dreifachbestim-
mung — bendtigt. Daruber hinaus liegt der entscheidende Vorteil gegenuber den anderen
Methoden in der regionalen Auswertbarkeit, die es ermdglicht, gezielt definierte Gewebeare-
ale separat auszuwerten. Bei solchen Methoden, bei denen Extrakte analysiert werden, wird
immer nur ein Mittelwert aller Gewebeteile bestimmt. Damit ist das Ergebnis einer solchen
Analyse sehr stark abhangig von der Zusammensetzung des Gewebes, z.B. wird ein hoher
Nekroseanteil zu einem mittleren ATP-Gehalt fihren, der deutlich unter dem Gehalt des vita-
len Gewebeanteils liegt. Ein weiterer Vorteil der bildgebenden Biolumineszenzmethode ist,

dass die Proben keiner chemischen Behandlung unterzogen werden missen.

Tabelle 4-1: Vergleich der Methoden zur Bestimmung von Pyruvat.

Photometrische Test

PDH-Test | LDH-Test kolorimetrischer HPLC Biolumineszenz-
Test methode
Geschatzter,

Kleinster unter- 0,2 umol/g | 0,2 umol/g 0,2 ymol/g 0,002 pmol/g 0,02 pmol/g
scheidbarer Gehalt Pyruvat Pyruvat Pyruvat Pyruvat Pyruvat
Reproduzierbarkeit ++ ++ ++ +++ ++

Probenvolumen 10 ul 10 pl 20 ul 70 pl* 1-3 Schnitte

Praktikabilitat/

Aufwand 0 * ++ i i
Kostenfaktor 0 0 + 0 -

*Das Probenvolumen ergibt sich aus 50 pl Injektions- und 20 pl Uberlaufvolumen.

Beurteilung: (-) ungiinstig; (0) durchschnittlich; (+) gut; (++) sehr gut.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das neu entwickelte Verfahren der Biolumines-
zenz-basierten Pyruvatbestimmung der Heterogenitdt von Gewebeproben, speziell solider
Tumoren, gerecht wird. Es erlaubt eine strukturbezogene Messwerterfassung mit hoher opti-
scher Auflésung. Auch die Bestimmung absoluter Gehalte ist mdglich. Damit kbnnen statisti-
sche Vergleiche zwischen unterschiedlichen Tumorproben durchgefihrt werden.

Tabelle 4-1 fasst die wichtigsten Aspekte aller hier verwendeten Methoden zur Bestimmung

von Pyruvat zusammen.

4.3 Vergleich der Biolumineszenzmethode mit anderen bildgebenden Verfah-
ren

Neben der hier vorgestellten Biolumineszenztechnik kébnnen auch Uber andere bildgebende
Verfahren, wie z.B. mit der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder der Kernreso-
nanzspektroskopie (NMR, MRS bzw. MRI, d.h. Nuclear Magnetic Resonance, Magnetic Re-
sonance Spectroscopy bzw. Magnetic Resonance Imaging), Rickschlisse auf den Gluko-
semetabolismus im Gewebe gezogen werden. Beide Methoden sind im Gegensatz zur hier
vorgestellten Biolumineszenztechnik sogenannte nicht-invasive Verfahren. Sie unterscheiden
sich auRerdem in der Art der Visualisierung des Glukosestoffwechsels. Mittels PET wird le-
diglich die Aufnahme von Glukose in ein Gewebe erfasst, wohingegen mit Hilfe der NMR —
wie auch mit der Biolumineszenztechnik — die regionale Verteilung von Metaboliten bestimmt
und quantifiziert werden kann.

Die Glukoseaufnahme mittels PET wird beispielsweise in Geweben wie Gehirn oder Tumo-
ren in vivo gemessen. Dies wird mit Hilfe des Glukoseanalogons '®F-Fluordeoxyglukose
(**F-FDG) erméglicht, welches dem Patienten injiziert und von den Zellen genau wie Glukose
aufgenommen wird, obwohl an einer Stelle des Molekils eine Hydroxylgruppe durch das
Radionuklid "®F ersetzt ist. Da "®F-FDG nach der Phosphorylierung durch die Hexokinase
nicht weiter verstoffwechselt wird, findet eine Anreicherung in der Zelle statt. Anhand des
Zerfalls von "®F kann FDG nachgewiesen werden. Die Verteilung von FDG im Kérper erlaubt
Ruckschlisse auf den Glukosestoffwechsel. Dementsprechend wird bei erhéhter Glykolyse-
rate FDG im Gewebe angereichert. Aulerdem korreliert eine vermehrte intrazellulare Anrei-
cherung mit einer Uberexpression von Glukosetransportern, tiber welche Glukose bzw. FDG
in die Zelle aufgenommen wird. Ebenso konnte gezeigt werden, dass auch eine hypoxische
Umgebung eine erhéhte Aufnahme in das Zellinnere bewirkt. Da eine Reihe maligner Tumo-
ren eine erhdhte Glykolyserate oder Uberexpression des genannten Transporters aufweist,
kann PET in diesem Fall zur Detektion und Visualisierung dieser Tumoren oder zum Staging
einschlielllich Metastasensuche und nachfolgender Therapieentscheidung genutzt werden
(Stephen und Gillies, 2007).
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Die NMR ist eine spektroskopische Methode, die auf dem Vorhandensein eines Eigendreh-
impulses (des Spins) eines Atomkerns und damit verbunden der magnetischen Wechselwir-
kung von Atomkernen mit dufleren Magnetfeldern, mit der Wechselwirkung der Kerne unter-
einander, mit der Wechselwirkung der Elektronenhille des eigenen Atoms und der Elektro-
nen der gesamten benachbarten Atome beruht. Dabei kénnen unterschiedliche Metabolite
aufgrund ihrer chemischen Verschiebung (,chemical shift“) identifiziert und quantifiziert wer-
den. Eine genaue Beschreibung des Verfahrens zur Bildgebung von Laktat findet sich in He
at al. (1995). Mittels NMR kdénnen in vivo Prozesse im lebenden Organismus untersucht
werden, ohne dabei in den Zellstoffwechsel einzugreifen. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Aufklarung von Vorgangen im Gehirn, im Herzen, in den Muskeln und in anderen
Organen.

Die vorgestellten bildgebenden Verfahren weisen wesentliche Unterschiede im Auflosungs-
vermogen auf. Wahrend PET und NMR eine Auflésung von wenigen Millimetern (bis hin zu
ca. 1 mm in kleinen Tier-PETs) zulassen, erlaubt das Biolumineszenzverfahren eine regiona-
le Ortsauflésung von ca. 10-100 ym (Mueller-Klieser et al., 1988). Ein weiterer Vorteil der
Biolumineszenzmethode ist, dass durch entsprechende Kalibrierungen absolute Konzentrati-
onen bestimmt werden kdénnen. Die untere Nachweisgrenze fir Laktat liegt hier bei ca.
0,4 pmol ausgehend von einem 1 cm? groRen Gewebeschnitt mit einer Dicke von 20 pm,
wohingegen im NMR Laktat in Konzentrationen <4 mM nur schwierig nachzuweisen und zu
quantifizieren ist (Cross et al., 1993). So kdnnen mit letzterem Verfahren nur pathophysiolo-
gisch erhohte Laktatspiegel detektiert werden. Oft wird hier statt einer absoluten Quantifizie-
rung lediglich die An- bzw. Abwesenheit dieses Metabolits bestimmt (Lin et al., 2003a).

Die NMR-Technik erlaubt die gleichzeitige Darstellung von z.B. Laktat, Glukose, Glutamat,
Kreatin und Lipiden. Die Biolumineszenztechnik macht neben den hier vorgestellten raumli-
chen Quantifizierungen von Pyruvat, Laktat und ATP auch diese fir Glukose, Sukrose, Gly-
kogen und GSH mdglich (Borisjuk et al., 2002; Levin et al., 2003; Mueller-Klieser und Walen-
ta, 1993; Romero und Mueller-Klieser, 1998).

Einen entscheidenden Vorteil gegenliber der Biolumineszenztechnik bieten sowohl NMR als
auch PET aufgrund der nicht-invasiven Eigenschaften in der Verwendung als Screening-
Verfahren oder zur Verlaufskontrolle von Tumorerkrankungen. Zudem kénnen mittels NMR

viele Metabolite gleichzeitig in derselben Probe erfasst werden.

4.4 Diskussion der Ergebnisse

4.4.1 Literaturdaten zur Pyruvatkonzentration in humanen Geweben
Bei der Bestimmung von Pyruvat in Blutproben wird die Konzentration des Metabolits in arte-

riellem und femoralvendsem Blut unterschieden. Bei korperlicher Ruhe liegen die Pyruvat-

konzentrationen bei gesunden Menschen fur arterielles Blut bei ca. 0,1 mM und fur femoral-
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vendses bei ca. 0,08 mM (Keul et al.,, 1972). Nach koérperlicher Anstrengung kénnen Kon-
zentrationen von ca. 0,4 mM Pyruvat im Blut erreicht werden (Sahlin et al., 1976). Messun-
gen von Pyruvat in Cerebrospinalflliissigkeit gesunder Menschen ergaben fir Pyruvat Kon-
zentrationen von 0,067-0,141 mM (Vamosi et al., 1983). Im humanen Skelettmuskel liegt der
Pyruvatgehalt in Ruhe bei 0,4 umol/g Gewebe, wahrend bei kérperlicher Anstrengung (Er-
gometrie) Pyruvat auf 0,71 pmol/g ansteigt. In der Erholungsphase wurden sehr hohe Pyru-
vatwerte von bis zu 1,51 ymol/g gemessen (Sahlin et al., 1976). In Abbildung 4-1 ist die Be-
stimmung von Pyruvat im Skelettmuskel (Ratte, in Ruhe) mit Hilfe der neu entwickelten Py-
ruvat-abhangigen Biolumineszenzmethode im Vergleich zu Literaturdaten fiir humane Mus-
kelbiopsien (in Ruhe” bzw. wahrend* oder nach** kérperlicher Anstrengung) gezeigt. Der in
Rattenmuskeln ermittelte Pyruvatgehalt liegt im Bereich von Literaturdaten, die in humanen
Skelettmuskeln zu finden sind.
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Abbildung 4-1: Pyruvatbestimmung im Rattenmuskel und Vergleich mit Literaturdaten.
Pyruvat wurde mit Hilfe der neu entwickelten Biolumineszenzmethode im Skelettmuskel der
Ratte bestimmt (schwarzer Balken; n = 12). Literaturangaben aus Biopsien humaner Skelett-

muskeln (Muskel#, n=7, 11 oder 12), wahrend (Muskel*, n =7, 11 oder 12) oder nach (Mus-

kel**, n = 7,11 oder 12) korperlicher Anstrengung. Des Weiteren sind Daten von humanen Ast-
rozytomen (n = 15) gezeigt.

Uber den Pyruvatgehalt in humanen soliden Tumoren ist bislang nur sehr wenig bekannt.
Mikrodialysemessungen an Patienten mit Astrozytomen zeigten Pyruvatkonzentrationen von
0,09-0,21 mM. Dabei treten L/P-Ratios von bis zu 100 auf (Roslin et al., 2003). Verglichen

mit den Referenzdaten waren die Pyruvatwerte der xenotransplantierten HNSCC ahnlich wie
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in Muskeln wahrend kérperlicher Anstrengung bzw. anschlielliender Regenerationsphase.
Die Pyruvatwerte in den untersuchten HNSCC-Humanbiopsien lassen sich mit dem durch-
schnittlichen Gehalt von Pyruvat in Muskelgewebe bei kérperlicher Ruhe vergleichen. Die

Ergebnisse hierzu werden im Folgenden diskutiert.

4.4.2 Pyruvat- und Laktatbestimmungen in Xenotransplantaten
In je sechs bis zwolf HNSCC-Xenotransplantaten von insgesamt acht Tumorlinien wurde der

Pyruvatgehalt mit Hilfe der hier entwickelten Methode gemessen. Somit konnte das neue
Verfahren bereits an einem Kollektiv von insgesamt 70 Implantationstumoren eingesetzt
werden. Gemittelt Uber alle Xenotransplantate lag der Gehalt von Pyruvat im vitalen Tumor-
gewebe bei 1,24 £ 0,20 uymol/g. Dieser Wert liegt um ein Vielfaches (ca. 9fach) Uber den in
der Literatur zu findenden Daten zu humanen Tumoren (siehe oben). Dabei ist allerdings zu
bertcksichtigen, dass es sich bei der Studie von Roslin et al. (2003) um humane Gliome
(Astrozytome) handelt und nicht um Plattenepithelkarzinome, wie sie in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden. Auflerdem wurde in der genannten Studie Pyruvat mit Hilfe der
Mikrodialyse gemessen. Diese Methode kann ausschlie3lich extrazellular vorkommende Me-
tabolite erfassen. Die Messung mit der Biolumineszenzmethode unterscheidet nicht explizit
zwischen extra- und intrazellular vorkommende Metaboliten. Es ist weiterhin zu beachten,
dass es sich bei dem Material der vorliegenden Arbeit um Experimentaltumoren handelt, die
auf Nacktmausen gezlchtet wurden. Der Einfluss des Mausstoffwechsels auf die Transplan-
tate kann eventuell eine Rolle spielen. Der durchschnittliche Anteil von vitalem Tumorgewe-
be am Gesamtschnitt lag zwischen 24 % und 60 %. Bei der Entnahme der Xenotransplantate
wurden allerdings nach Mdglichkeit mit Absicht Anteile von z.B. Haut mit entnommen, um
eine einfachere topografische Uberlagerung zu gewahrleisten. Alle acht Linien wiesen im
Durchschnitt um 21 % hoéhere Pyruvatwerte innerhalb des Tumorgewebes im Vergleich zur
gesamten Gewebeflache auf, was entweder auf eine gesteigerte Glykolyserate innerhalb des
Tumors hindeutet oder auf eine verminderte Pyruvatverwertung. Letzteres konnte z.B. durch
eine verminderte PDH-Aktivitat (z.B. durch gesteigerte PDK-Aktivitat oder Defekte des PDH-
Enzyms), durch mitochondriale Defekte oder durch Sauerstoffmangel verursacht werden
(siehe unten). Durch das daraus resultierende erhéhte Pyruvatangebot kann mehr Laktat
produziert werden. Dies stimmt mit den von V. Quennet ermittelten Laktatwerten Gberein. Sie
lagen im Mittel bei 16,1 ymol/g und — mit Ausnahme von einer Tumorlinie (XF354) — deutlich

im Bereich der so genannten Hochlaktattumoren (Quennet et al., 2006; Quennet, 2007).
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Abbildung 4-2: Laktat als Funktion von Pyruvat in acht Linien von humanen HNSCC-
Xenotransplantaten.

Bei sieben von acht Xenotransplantatlinien zeigte sich ein signifikanter inverser Zusammenhang
zwischen mittlerem Laktat- und Pyruvatgehalt. Schwarz ausgeflillt dargestellt ist XF354; diese
Tumorlinie zahlt nach Quennet et al. (2006) als einzige der acht untersuchten Tumorlinien zu
den ,Niedriglaktattumoren®. Eine lineare Anpassung der Ubrigen sieben ,Hochlaktattumor-
Linien ergab: y = 49,833 - 24,46 * x mit R =-0,83677 und p = 0,0189.

Abbildung 4-2 zeigt den mittleren Laktatgehalt in Abhangigkeit des mittleren Pyruvatgehalts
im vitalen Tumorgewebe der gemessenen Xenotransplantate. Mit Ausnahme des Niedriglak-
tattumors XF354 (schwarz ausgefiillt) ergab sich eine signifikante inverse Korrelation mit
R =-0,83677 und p = 0,0189 zwischen diesen beiden Parametern. Allerdings ist hierbei der
sehr schmale Bereich der Pyruvatverteilung Uber die verschiedenen Linien zu beachten.
Dies erklart die Tatsache, dass das L/P-Verhéltnis bei den hier untersuchten HNSCC-Xeno-
transplantaten maRRgeblich vom Laktatgehalt selbst bestimmt wurde. Daher zeigte sich auch
ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen L/P-Verhaltnis und Laktat (siehe Abbil-
dung 3-21).

Die insgesamt hohen Laktatwerte der Xenotransplantate weisen auf eine hohe Umsatzrate
von Pyruvat hin. In Bezug auf den ebenfalls sehr hohen durchschnittlichen Pyruvatgehalt
(1,24 ymol/g) deutet dies zum einen auf eine sehr hohe glykolytische Aktivitat hin, zum ande-
ren kdnnte die Verstoffwechselung durch die PDH gestort sein oder nur unzureichend funkti-
onieren. Die L/P-Ratio lag im Mittel zwischen 7,2 und 27,3. Ausgehend vom physiologisch
normalen Bereich zwischen 4 und 20, lagen nur die Tumorlinien Cal33 und UTSCC-5 mit
24,6 bzw. 27,3 im Mittel aulRerhalb dieses Bereichs. Bei beiden Linien lag Pyruvat unter dem
Mittelwert aller Xenotransplantate, im Vergleich zu den Ubrigen wiesen diese beiden Linien

die héchsten Laktatwerte auf. Diese Befunde deuten auf eine Kombination aus hoher glyko-
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lytischer Aktivitat und unzureichender PDH-Funktion hin. Letzteres kdnnte folgende Ursache
haben: Lu et al. (2002) zeigten einen stabilisierenden Effekt von Pyruvat auf HIF-1a in vitro.
Letzteres wird unter Hypoxie stabilisiert und bildet durch Dimerisierung mit HIF-1p3 das Hete-
rodimer HIF-1 (siehe Abbildung 4-3). Dieser Transkriptionsfaktor stimuliert die Expression
aller glykolytischer Enzyme, aber auch von Glukosetransportern wie z.B. GLUT-1 und
GLUT-3 (Moreno-Sanchez et al., 2007; Semenza, 2007). Dies flihrt zu einem erhdhten gly-
kolytischen Flux und damit zu einer verstarkten Produktion von Pyruvat, welches wiederum —
insbesondere bedingt durch die Uberexpression von LDH — zu einer gesteigerten Laktatan-
reicherung fuhrt. Des Weiteren transaktiviert HIF-1 das Enzym PDK1 (Kim et al., 2006).
Durch die erhdhte Aktivitat dieses Enzyms kommt es zur Phosphorylierung der PDH und
damit zur Inaktivierung dieses Enzymkomplexes. Folglich vermindert sich der Flux des Cit-
ratzyklus und damit auch der oxidativen Phosphorylierung. Da hierbei nattrlicherweise ROS
entstehen, wird auch deren Bildung reduziert, und die Zellen sind geringerem oxidativen

Stress ausgesetzt. Abbildung 4-3 stellt die beschriebenen Zusammenhange dar.

HIF-1

-— NAD4 __

pyruvate J'—v lactate

Abbildung 4-3: HIF-induzierte Weichenstellung zwischen Glykolyse und OXPHOS.

HIF-1 stimuliert die Expression glykolytischer Enzyme, was zu einer gesteigerten Glykolyserate
und damit zur vermehrten Pyruvatproduktion fihrt. Durch die HIF-1-induzierte Uberexpression
von LDH kommt es zu einer erhohten Laktatproduktion, wobei fir die Glykolyse notwendiges
NAD" regeneriert wird. Die Induktion von PDK1 durch HIF-1 fiihrt zur Inaktivierung der PDH und
damit zur Blockierung der Umwandlung von Pyruvat zur Acetyl-CoA. Dadurch vermindert sich
die Rate des Citratzyklus, der oxidativen Phosphorylierung und der natirlichen Entstehung von
ROS; nach Simon (2006). Abkirzungen: HIF = Hypoxie-induzierbarer Faktor, LDH = Laktatde-
hydrogenase, PDH = Pyruvatdehydrogenase, PDK = Pyruvatdehydrogenase-Kinase, ROS = re-
aktive Sauerstoffspezies, TCA cycle = Citratzyklus.
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Die Tumorxenotransplantate wurden durch unsere Kooperationspartner in Dresden bezig-
lich ihrer Strahlensensibilitat (TCDsg) charakterisiert (Quennet et al., 2006; Yaromina et al.,
2006; Yaromina et al., 2007). Die TCDso (Tumor Control Dose 50 %) beschreibt die Strah-
lendosis (Gy), die notwendig ist, um 50 % eines Tumorkollektivs lokal zu kontrollieren. Dabei
war von grolier praktischer Relevanz, dass die Tumoren mit einem klinischen Fraktionie-
rungsschema bestrahlt wurden, d.h. mit durchschnittlich 3 Gy pro Tag Uber vier Wochen. Die
HNSCC-Tumorlinien wiesen TCDso-Werte zwischen 45 Gy und 127 Gy auf (siehe Tabel-
le 2-1). Strahlensensibilitat und ermittelte L/P-Verhaltnisse der Linien wurden in Bezug ge-
setzt und sind in Abbildung 4-4 dargestellt. Wie sich herausstellte, konnte bei sieben der acht
Tumorlinien ein sigmoider Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern gefunden
werden. Die Linie UTSCC-45 (schwarz ausgefiillt), wurde nicht in die Berechnungen der in
Abbildung 4-4 gezeigten Boltzmann-Anpassung einbezogen, da sie eine starke Immunogeni-
tat aufwies und sich daher von allen anderen untersuchten Tumorzellen grundsatzlich unter-
schied. Allgemein war die Strahlensensibilitdt immunogener Tumorlinien geringer als die

nicht-immunogener Linien (Quennet, 2007).
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Abbildung 4-4: Strahlensensibilitdt (TCDsg) von xenotransplantierten humanen HNSCC
als Funktion des L/P-Verhaltnisses.

Mit Ausnahme der schwarz gefillten, immunogenen Tumorlinie UTSCC-45 besteht ein sigmoi-
der Zusammenhang (Boltzmann-Fit) zwischen der Strahlensensibilitat und dem L/P-Verhaltnis
der Xenotransplantate. TCDsy + Kl aus mindestens n = 50; L/P: Mittelwerte £ SD aus mindes-
tensn = 6.

Der Vergleich der TCDs, mit Pyruvat allein ergab keine Korrelation (nicht gezeigt). Jedoch
zeigte sich eine signifikante lineare Abhangigkeit zwischen TCDs, und der Summe aus Lak-

tat und Pyruvat (siehe Abbildung 4-5). Dieser Zusammenhang zwischen Strahlensensibilitat
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und Laktat und Pyruvat, aber auch zwischen TCDs, und dem L/P-Verhaltnis, Iasst sich durch
die antioxidativen Eigenschaften von Pyruvat und Laktat erklaren, die hauptsachlich auf de-
ren Eigenschaft als Protonendonatoren beruht (Groussard et al., 2000; Mallet und Sun,
2003; Salahudeen et al., 1991). Wenn diese Metabolite im soliden Tumor stark erhéht sind,
kénnen mehr ROS neutralisiert werden, was dem Gewebe eine Resistenz gegeniber
ROS-induzierender Bestrahlung verleihen kann. Zudem koénnte eine Stérung der
PDH-Funktion zu einem insgesamt eher niedrigen Spiegel an ROS (schon vor Bestrahlung)
im Gewebe flihren (siehe Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-5: Strahlensensibilitat (TCDsg) von xenotransplantierten humanen HNSCC
als Funktion von der Summe aus deren Laktat- und Pyruvatgehalt.

Bei sieben von acht Xenotransplantatlinien zeigte sich ein signifikanter linearer Zusammenhang
zwischen Strahlensensibilitdt und dem Gehalt von Laktat und Pyruvat in der Summe. Schwarz
ausgefilllt dargestellt ist die immunogene Tumorlinie UTSCC-45, die nicht in die gezeigten Be-
rechnungen einbezogen wurde.

Da die L/P-Ratio maR3geblich von Laktat bestimmt wurde, und dieser Metabolit in vergleichs-
weise hohen Konzentrationen vorlag, konnte bezlglich der antioxidativen Abwehr der Gehalt
von Laktat allein bereits eine wesentliche Ursache fiur eine hdhere Strahlenresistenz im Ge-
webe sein. Allerdings kdnnten die insgesamt auch hohen Pyruvatkonzentrationen zusatzlich
insofern zur Strahlenresistenz beitragen, als dass sie strahleninduzierte Apoptosen durch
antiapoptotischen Effekte reduzieren, und zwar durch verminderte Cytochrom c-Freisetzung
aus den Mitochondrien. Die Freisetzung von Cytochrom c¢ flhrt zur Aktivierung der Caspa-
se 3, was zur Fragmentierung von PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymerase) fuhrt. Diese gilt
als starker Indikator fur die Apoptose (Mongan et al., 2002).
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Ob die Beobachtung, dass der Pyruvatgehalt in allen Xenotransplantaten sehr ahnlich war,
wahrend Laktat grof3e Unterschiede aufwies, nur in den hier untersuchten Experimentaltu-
moren festzustellen ist, oder ob es sich um eine ,Entitat-spezifische* Eigenschaft handelt,

sollte in weiteren Studien untersucht werden.

4.4.3 Pyruvat- und Laktatbestimmungen in Humanbiopsien
Das neu etablierte Verfahren zur Pyruvatbestimmung an Gefrierschnitten wurde des Weite-

ren an sechs Humanbiopsien von Karzinomen der Kopf-Hals-Region angewandt. Der mittle-
re Pyruvatwert der hier untersuchten HNSCC-Humanbiopsien lag bei 0,41 umol/g. Die Ver-
teilung von Pyruvat innerhalb einer Tumorprobe war teilweise sehr heterogen. Verglichen mit
den Xenotransplantaten waren die Pyruvatwerte um den Faktor 3,0 niedriger. Auch die Lak-
tatwerte waren mit einem Mittelwert von 8,9 umol/g niedriger als die der Xenotransplantate.
Nur der Tumor HF fallt mit einem Laktatwert von 21,2 ymol/g in den Bereich der Hochlaktat-
tumoren. Verglichen mit den Ubrigen Biopsien lag hier der kleinste Wert fur Pyruvat vor, was
auf eine hohe LDH-AKktivitat hindeutet. Eine direkte Abhangigkeit des Laktatgehalts vom Py-
ruvatgehalt konnte nicht gefunden werden. Da aber auch hier Pyruvat in allen Proben durch-
schnittlich ahnliche Werte aufwies, wurde das L/P-Verhaltnis stark vom Laktat beeinflusst,
wodurch sich auch hier eine hoch signifikante lineare Korrelation dieser beiden Parameter
ergab (siehe Abbildung 3-23). Die L/P-Quotienten lagen im Mittel zwischen 11,2 und 62,8.

Aus den vorliegenden Patientendaten Gber TumorgréRRe, Befall der Lymphknoten und Metas-
tasierungsgrad lieRen sich keinerlei Zusammenhange zu Pyruvat, Laktat oder dem L/P-Ver-
haltnis herstellen. Dies kénnte an dem sehr kleinen Kollektiv liegen, das untersucht wurde.
Da es keine Informationen Uber den Behandlungsplan/-erfolg gab, konnten keine Ruck-
schlisse auf die Strahlensensibilitat in Bezug zu den Stoffwechselprodukten gezogen wer-

den.

45 Erstellen von L/P-Karten

Eine moglichst genaue topographische Uberlagerung von digitalen Bildern der Biolumines-
zenzmessungen ist nur unter bestimmten Voraussetzungen mdéglich. Zum einen mussen die
Kryoschnitte so beschaffen sein, dass sie eine moglichst einmalige histologische Struktur
oder charakteristische Umrisse aufweisen. Ist dies nicht der Fall, kann man bei einer ent-
sprechend grof3en Probe durch das Einbringen paralleler Stichkanale an einer geeigneten
Stelle der Biopsie die Uberlagerung erleichtern. Zum anderen dirfen die zu Uberlagernden
Bilder nur von Kryoschnitten stammen, die im Idealfall in direkter Schnittfolge erstellt wurden.
Fir die Zuordnung histologischer Strukturen sollte in jedem Fall ein angrenzender HE-

gefarbter Kryoschnitt vorliegen. Sind diese Voraussetzungen erfillt, ist es mdglich, digitale
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Bilder von Laktat- und Pyruvatbiolumineszenzen in Deckung zu bringen und fir jede
XY-Koordinate anhand der korrespondierenden Kalibrierungen der einzelnen Metabolite ei-
nen L/P-Quotienten zu berechnen. Durch Konvertierung der Textdaten in ein Graustufenbild
und anschlieBender Zuordnung von Farben zu den L/P-Verhaltnissen, kann die raumliche
Verteilung dieser Ratio innerhalb eines Kryoschnittes dargestellt werden (siehe Abbil-
dung 3-24).

Da es sich in einigen Fallen der Xenotransplantate um Nachschnitte (also nicht direkt in Se-
rie geschnitten) der entsprechenden Tumorlinien handelte, waren hier keine Uberlagerungen
von Laktat und Pyruvat moglich. So wurden Laktat und Pyruvat separat ausgewertet und aus
den mittleren Konzentrationen der L/P-Quotient gebildet. Es wurden also nicht zwangslaufig
exakt dieselben korrespondierenden Flachenanteile der Kryoschnitte ausgewertet. Bei den
restlichen Linien war ausgehend vom Laktatschnitt im letzten Segment der Abstand zum
ersten Pyruvatschnitt mindestens 50 ym. In wenigen Fallen, in denen es sich um eher ho-
mogene Xenotransplantate handelte, war trotzdem eine Uberlagerung méglich. Allerdings
kann man hier nicht mehr von einer ,,Pier-zu-Pier“-Uberlagerung sprechen.

Die Humanbiopsien wurden so angefertigt, dass Laktat- und Pyruvatschnitt direkt aufeinan-
der folgten. Aufgrund der unterschiedlichen Schnittdicken flr die Messung dieser beiden
Stoffwechselprodukte lagen hier nur ca. 20 ym zwischen den beiden Kryoschnitten (siehe
Abbildung 2-1). Alle Biopsien wurden mit Hilfe der topographischen Uberlagerung ausgewer-
tet, so dass fir Laktat und Pyruvat exakt dieselben Areale analysiert wurden. Die im Ergeb-
nisteil angegebenen L/P-Verhaltnisse wurden allerdings aus den Uber die Flache gemittelten
Werten von Laktat und Pyruvat berechnet, da sich in einigen wenigen Fallen eine hohe Ab-
weichung der L/P-Werte, die anhand der L/P-Karte (also XY-Koordinaten fir Laktat geteilt
durch die fir Pyruvat) ergaben. Die Unterschiede waren in wenigen Beispielen so grof}, dass
sie sich nicht durch einen Rundungsfehler bei der Mittelung der Flachenwerte erklaren lie-
Ren. Wahrscheinlich lassen sich solche Diskrepanzen durch Rundungsfehler der Computer-

software oder auch eine ungeniigende Prézision beim Uberlagern der Schnittbilder erklaren.

4.6 Kolokalisation von Laktat und Pyruvat

Die pixelgenaue (,Pixel-zu-Pixel“) Uberlagerung und damit Kolokalisation von X- und Y-
Koordinaten zweier digitaler Bilder von Laktat- und Pyruvatverteilungen in Gewebeschnitten

ermoglicht verschiedene Betrachtungen:

i) Zunachst kann die vom Gehalt unabhangige Betrachtung des ,reinen Vorkom-
mens“ der Metabolite in Bildpunkten (XY-Koordinaten) erfolgen. Das (Nicht-) Vor-

handensein von Uberlappungen — also simultanem Auftreten — der Stoffwechsel-
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produkte wird als rdumliches Muster qualitativ bildlich dargestellt. Dabei kénnen
mit Hilfe paralleler Strukturfarbungen definierte Gewebeareale betrachtet werden.

i) Ausgehend von der ,Pixel-zu-Pixel“-Uberlagerung der digitalen Laktat- und Pyru-
vatverteilungen (i) findet fir jede XY-Koordinate anhand der entsprechenden Ka-
librierungen die Berechnung der Laktat- und Pyruvatgehalte statt. Diese kdnnen
fur Korrelationsanalysen graphisch dargestellt werden. Biologische Hinweise auf
den metabolischen Zustand des Gewebes oder auf Flussraten der Metabolite
kénnen hier gegeben sein.

iii)) Ausgehend von den in (ii) berechneten Laktat- und Pyruvatwerten fir jede XY-
Koordinate kann schlieRlich der L/P-Quotient berechnet werden. Daraus Iasst sich
wiederum ein digitales Bild erzeugen, welches diese Verhaltnisse raumlich in
Form von L/P-Karten darstellt (siehe Abbildung 3-24 B). Wie auch in (i) kann hier
mit Hilfe paralleler Strukturfarbungen die separate Betrachtung definierter Gewe-

beareale erfolgen.

Die HNSCC-Humanbiopsien wurden auf die oben beschriebenen Arten beziiglich der Kolo-
kalisation von Laktat und Pyruvat untersucht. Die in Punkt (iii) beschriebene Kolokalisation
von Laktat und Pyruvat in Form von L/P-Karten wurde im Ergebnis- und Diskussionsteil aus-
fUhrlich beschrieben.

Unabhangig vom entsprechenden Gehalt wurde, wie in (i) beschrieben, das simultane Vor-
kommen beider Metabolite in einem Bildpunkt Gberprift. Abbildung 4-6 zeigt beispielhaft eine
Probe (TR04, Schnittserie II) mit wenigen Stellen der Uberlappung von Laktat und Pyruvat in
einem Punkt und eine weitere (TR03, Schnittserie IlI) mit vielen Uberlagerungspunkten. In
(A) und (C) sind die Biolumineszenzintensitaten von Laktat (rot eingefarbt) und Pyruvat (grin
eingefarbt) in Deckung gebracht. Die Pixel, in denen sowohl Laktat als auch Pyruvat (unab-
hangig von deren Gehalt) vorliegen, erscheinen dabei gelb und sind in (B) und (D) noch ein-
mal separat dargestellt.

Es konnte kein einheitlicher Zusammenhang zwischen beiden Stoffwechselprodukten an
korrespondierenden Ortskoordinaten im Tumorgewebe festgestellt werden. Sowohl Proben
mit starker Kolokalisation — also hohen Flachenanteilen, in denen Laktat und Pyruvat zu-
gleich vorlagen — als auch solche, in denen es fast keine Kolokalisation der beiden Metaboli-
te gab, kamen vor. Der Grad der Kolokalisation war teilweise auch innerhalb einer Biopsie

sehr unterschiedlich.
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A

Abbildung 4-6: Bildliche Darstellung der Kolokalisation von Laktat und Pyruvat am Bei-
spiel zweier HNSCC-Humanbiopsien.

An je einer Serie der Biopsie TR03 (A, B) bzw. TR04 (C, D) ist die Kolokalisation von Laktat und
Pyruvat gezeigt. (A) und (C) zeigen die Uberlagerten Biolumineszenzbilder von Laktat (rot) und
Pyruvat (grin). (B) und (D) zeigen in gelb die Pixel, in denen sowohl Laktat als auch Pyruvat
lokalisiert sind.

Ausgehend von den ,Pixel-zu-Pixel“-orientierten Bildern wurden die Kolokalisationen von
Laktat und Pyruvat hinsichtlich des jeweiligen Gehalts wie in (ii) beschrieben graphisch dar-
gestellt (siehe Abbildung 4-7).

In beiden Beispielen sind bei den niedrigeren Gehalten der Metabolite Punktewolken zu er-
kennen. Bei hdheren Gehalten jedoch zeichnet sich ein linearer und positiver Zusammen-
hang zwischen beiden Stoffwechselprodukten ab, wobei dies in der Probe TR04 viel ausge-
pragter ist als in TR03. Von insgesamt sechs Biopsien a vier Serien, also 24 Kolokalisatio-
nen, zeigten 18 Kolokalisationen dieses Phanomen, dessen Auspragung zwischen den in
Abbildung 4-7 gezeigten Beispielen lag. Fur keine der Proben konnte ein bestimmter Laktat-
oder Pyruvatwert definiert werden, ab dem der lineare Zusammenhang entstand. Jedoch
lieRen sich signifikante Unterschiede in der Steigung dieser Korrelationen erkennen. Dies

kann auf mehrere Faktoren zurtckgefuhrt werden. Da in Tumoren nachweislich die Expres-
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sion der LDH erhdht ist, wird in Gleichung (G8) am Beispiel dieses Enzyms das Verhaltnis

von Laktat zu Pyruvat vereinfacht beschrieben.
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Abbildung 4-7: Graphische Darstellung der Kolokalisation von Laktat- und Pyruvatgehal-
ten am Beispiel der in Abbildung 4-6 gezeigten Humanbiopsien.

Gezeigt sind die fur jede XY-Koordinate vorliegenden Laktat- und Pyruvatgehalte fur die in Ab-
bildung 4-6 gezeigten Serien der Biopsie TR03 (A) bzw. TR04 (B). Es sind ausschlieRlich sol-
che Bildpunkte gezeigt, in denen sowohl Pyruvat als auch Laktat nachweisbar waren

(> 0 ymol/g).

Die Konzentrationen von Pyruvat als Substrat [P] und Laktat als Produkt [L] der LDH sind
stark abhangig von der Expression und dem im Gewebe vorliegenden Anteil an aktivem En-
zym [Eai/[Ewota]. Des Weiteren spielen die Vaskularisierung und damit der Abtransport der
Stoffwechselprodukte und auch deren Metabolisierung durch andere Enzyme eine grofde
Rolle; diese Faktoren werden in Gleichung (G8) unter der Variablen ,a“ zusammengefasst.
Unter der Annahme, dass Vnax und K -Werte im Tumorgewebe konstant sind, Iasst sich flr

das L/P-Verhaltnis folgende, sicherlich stark vereinfachte Gleichung herleiten:

M _ Vmax %* [Eakt]
(G8) B a* Km [Etotal ]

[P]

Das L/P-Verhaltnis hangt also entscheidend von Parametern wie Anteil von aktivem Enzym,
Vmax Und K,-Werten der LDH ab. Nicht zu vergessen ist der Faktor ,a“, der neben dem Ab-
transport des Produkts Laktat die Aktivitdt anderer Pyruvat-abhangiger Enzyme, wie z.B. die
der PDH, symbolisiert.

Bezogen auf die in Abbildung 4-7 gezeigten Kolokalisationen der Pyruvat- und Laktatgehalte
konnte ein steiler linearer Zusammenhang zwischen Laktat und Pyruvat in den héheren Ge-
haltsbereichen fir eine erhéhte LDH-Aktivitat, ein flacher fiir eine starkere PDH-Aktivitat
sprechen. Es zeigt sich, dass in diesen Bereichen der Laktatgehalt in direkter Abhangigkeit
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des Pyruvatgehalts steht und hier hauptsachlich durch das Vorkommen und die Aktivitat der
LDH bestimmt wird. In Bereichen niedrigerer Metabolitvorkommen, in denen Punktewolken
auftreten, scheint es, dass hier die oben aufgeflihrten Faktoren, die unter der Variablen ,a"
zusammengefasst wurden, aus den vorliegenden Messdaten nicht ndher charakterisiert wer-
den kénnen. Auch muss betont werden, dass die Reaktionsgleichungen, auf der Gleichung
(G8) beruht, fur intrazellulare Laktatkonzentrationen gilt. Die vorliegenden Messdaten sind

jedoch Uber intra- und extrazellulare Gehalte gemittelte Werte.

In den untersuchten Proben gab es keinen Zusammenhang zwischen hoher lokaler Kolokali-
sation (,reinem Vorkommen*“ beider Metabolite) und Auspragung des positiven linearen Zu-

sammenhangs von Laktat und Pyruvat bei hdheren Werten.

4.7 Ausblick

In einem derzeit bearbeiteten DFG-finanzierten Kooperationsprojekt unserer Arbeitsgruppe
mit den Universitadten Dresden, Minchen und Wirzburg werden an sechs der hier untersuch-
ten Xenotransplantatlinien (FaDu, SAS, UTSCC-5, -14, -15 und XF354) weitere Metabolit-
messungen (ATP, Glukose, Laktat und Pyruvat) zusammen mit der Bestimmung der radio-
biologisch hypoxischen Fraktion mittels Pimonidazol (pHF) und der strahlenbiologischen
Charakterisierung anhand der TCDs, vorgenommen. Dabei werden vor, wahrend und gege-
benenfalls nach Bestrahlung (klinisch relevantes, fraktioniertes Schema) die Tumoren ent-
nommen und analysiert. Es werden von jeder Linie je zwdlf Tumoren implantiert und von
diesen zu funf verschiedenen Zeitpunkten Schnitte aus je vier Segmenten hergestellt. An-
hand dieses sehr groflen Probenkollektivs kdnnen verlassliche Ergebnisse tber die Zusam-
menhange von Glykolyserate, Redoxstatus, Hypoxie und Strahlensensibilitat erschlossen
werden.

In einer weiteren groReren Studie sollten aulRerdem neben ATP- und Glukosemessungen
sowohl Pyruvat- und Laktatbestimmungen an Humanbiopsien erfolgen und die L/P-Verhalt-
nisse untersucht werden. Es soll geklart werden, ob auch hier das L/P-Verhaltnis vom Lak-
tatgehalt bestimmt wird, ob die Laktatbestimmung allein fiir eine pradiktive Aussage Uber die
Strahlenantwort ausreichend ist, oder ob in anderen Entitdten sogar Pyruvat in Zusammen-
hang mit der Strahlensensibilitat steht. Dabei ware es wichtig, ein Probenkollektiv von Erstdi-
agnose-Patienten derselben Entitaten zu wahlen und diese Uber einen moglichst langen Zeit-
raum zu verfolgen. So kdnnten klinisch relevante Daten zu den Krankheitsverldufen und The-
rapieansatzen mit den Metabolitdaten verglichen werden. Dabei muss sicherlich noch die
L/P-Kartierung in der Routineanwendung mit hdherem Probendurchsatz praktikabler ge-

macht werden. Hierzu konnte eine Software nutzlich sein, die anhand markanter Stellen der
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Gewebeschnitte eine eigenstandige, digitale Uberlagerung erméglicht. Dariiber hinaus sollte
das Redoximaging um die Bestimmung von Glutathion (GSH) erweitert werden. Eine Mach-
barkeitsstudie hat bereits gezeigt, dass quantitatives Imaging von GSH mit der hier ange-
wandten Biolumineszenztechnik moglich ist (Romero und Mueller-Klieser, 1998). Die Kombi-
nation aus Ermittlung des L/P-Verhaltnisses und des Glutathionstatus wirde prazisere Aus-
sagen Uber den Redoxstatus eines Tumors zulassen. Somit konnte der mogliche Zusam-
menhang zwischen diesem und der Strahlensensibilitdt von Tumoren sehr genau und indivi-
duell ermittelt werden, was Aufschluss Uber spezifische und wirksame Therapieansatze ge-
ben konnte. Parallel dazu sollten Analysen an entsprechenden Normalgewebsbiopsien vor-
genommen werden, um die etwaigen Unterschiede von malignem und normalem Gewebe
erkennen zu kénnen. In beiden Studien kénnte die Kolokalisation von Laktat und Pyruvat im
Gewebe untersucht werden. Da, wie oben beschrieben, sehr verschiedene Faktoren Einfluss
auf das L/P-Verhaltnis nehmen konnen, sollten am selben Objekt neben den Metabolitmes-
sungen und Strukturfarbungen Analysen zu Expression und Aktivitat wichtiger Enzyme, so-
wie Markierungen des BlutgefalRsystems und der Perfusion durchgefuhrt werden.

Bis vor einigen Jahren war ein kommerzieller photometrischer Testansatz zur Bestimmung
von Pyruvat aus biologischen Flussigkeiten von Boehringer Mannheim erhaltlich. Dieser wird
jedoch nicht mehr hergestellt. Man findet erst seit neuestem (2007) zwei kaufliche Ansatze
zur Bestimmung von Pyruvat, wobei sich der eine (Megazyme, Irland) nur flr Proben wie
Fruchtsafte, Weine, Lebensmittel oder biologische Flissigkeiten, wie z.B. Blut oder Ce-
rebrospinalflissigkeit, eignet. Der andere, in den USA hergestellte, kommerzielle ,Assay Kit*
eignet sich auch zur Bestimmung von Pyruvat in Zellen und Gewebeproben. Dieser kann
kolorimetrisch oder fluorimetrisch angewandt werden, wobei letztere Methode sensitiver ist;
der Hersteller (BioVision) gibt eine Nachweisgrenze von 1 uM an. Als strategische Ziele er-
hoffen wir uns einerseits eine weitere Verbreitung von kauflichen Ansatzen zur Pyruvat-
bestimmung, sowie der Biolumineszenz-gestitzten Quantifizierung von Pyruvat. Damit ver-
bunden ist die quantitative, bildliche Darstellung des Redoxstatus (L/P-Kartierung) in Gewe-
ben. Dies ware im Bereich der experimentellen Krebsforschung besonders wiinschenswert,
da eine Etablierung der Bestimmung des Redoxstatus als prognostische Methode in der Kili-
nischen Onkologie zur Erganzung und Verbesserung der bestehenden klinischen Klassifika-
tion dienen konnte. Dariber hinaus ware das Verfahren zur L/P-Bestimmung in der Diagnos-
tik muskularer Krankheitsbilder bedeutungsvoll, da die strukturassoziierte Auswertemaoglich-
keit an Gewebebiopsien zu praziseren Ergebnissen fiihrt als die Bestimmung in Gewebeex-

trakten.
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5 Zusammenfassung
Eine neue auf einer Pyruvat-abhangigen Biolumineszenzreaktion basierende Methode zur

quantitativen Bestimmung und raumlichen Darstellung von Pyruvat in Gefrierschnitten von
Gewebeproben wurde entwickelt. Dabei wurden biochemische Reaktionen so verknupft,
dass sichtbares Licht proportional zum eingesetzten Pyruvatgehalt entstand. Eine hoch signi-
fikante positive Korrelation beider Parameter ermdglichte eine Kalibrierung mit definierten
Pyruvatgehalten und damit die Quantifizierung in unbekannten Proben. Die Nachweisgrenze
lag bei 0,04 pmol Pyruvat mit einer Auflosung von 0,02 umol/g. Das Biolumineszenzverfah-
ren wurde mit Hilfe anderer Methoden validiert, wobei eine Wiederfindung mit einer konzent-
rationsabhangigen Abweichung von < 15 % erzielt wurde. Ein wesentlicher Vorteil der neuen
Methode gegentber bisherigen Verfahren zum Pyruvatnachweis liegt in der Messwerterfas-
sung definierter histologischer Gewebsareale. Dies wird durch computergesteuerte Uberla-
gerung von Metabolitverteilungen mit Schnittbildern aus Strukturfarbungen und interaktiver,
Loptischer Mikrodissektion“ der Gewebeschnitte moglich. Ein weiterer Nutzen der Methode
ist deren optionale Kombination mit der Biolumineszenztechnik fiir andere Stoffwechselpro-
dukte. So ermdglicht eine exakte Superposition zweier Metabolitbilder von unmittelbar auf-
einander folgenden Gewebeschnitten eine korrelative Kolokalisationsanalyse beider Metabo-
lite. Das Ergebnis lasst sich zum einen in Form von ,Pixel-zu-Pixel“-Korrelationen dokumen-
tieren, zum anderen kann fur jeden Bildpunkt ein Laktat/Pyruvat-Verhaltnis als Maf fiir den
Redoxzustand des Gewebes berechnet und dargestellt werden. Hieraus ergeben sich z.B.
raumliche L/P-Verteilungen (L/P-Karten). Ein solches ,Redoximaging“ durch Kartierung des
L/P-Quotienten ist bislang mit keinem anderen Verfahren moéglich. Wahrend die Entwicklung
des Pyruvatnachweises eine Kernaufgabe der vorliegenden Arbeit darstellte, bestand ein
weiterer wesentlicher Teil in der praktischen Anwendung der neuen Methode im Bereich der
experimentellen Tumorforschung. So ergaben Messungen an acht verschiedenen Linien von
humanen HNSCC-Xenotransplantaten (n =70 Tumoren) einen mittleren Pyruvatgehalt von
1,24 + 0,20 ymol/g. In sechs Humanbiopsien derselben Tumorentitat wurde ein durchschnitt-
licher Pyruvatgehalt von 0,41 + 0,09 ymol/g gemessen. Bei den Xenotransplantaten konnte
eine signifikante positive Korrelation zwischen der Summe aus Laktat und Pyruvat bzw. dem
L/P-Verhaltnis und der Strahlensensibilitdt gefunden werden, wobei das L/P-Verhaltnis
ebenso wie die Summe aus Laktat und Pyruvat mafRgeblich von Laktat bestimmt wurden.
Der Zusammenhang der Metabolite mit der Strahlensensibilitdt 1dsst sich durch deren anti-
oxidative Eigenschaften erklaren. Da der Redoxzustand der Zelle kritisch bezlglich der Effi-
zienz von ROS-induzierenden Therapieansatzen, wie z.B. Bestrahlung oder bestimmter
Chemotherapeutika sein kann, kénnte die Bestimmung des L/P-Verhaltnisses als prognosti-
scher Faktor pradiktive Aussagen Uber die Sensibilitdt gegeniber solchen Behandlungen

erlauben.
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6 Anhang

6.1 Tabellenverzeichnis

Tabellen A1 bis A4: Auflistung der Zusammensetzung der Reaktionsansatze der Pyruvat-
abhangigen Biolumineszenzreaktionen.

Tabelle Al zu Abbildung 3-7.

Konzentration im Test
(mM bzw. mU/ml)

Konzentration und Ansatz der
Stammlésungen*

MOPS-CI (pH 7,4) 50 0,5M

MgCl, 5 1M

CaCl, 1 0,25 M

TPP 1 20 mM

CoA 0,25 10 mM

NAD" 4 0,2M

L-Cystein (pH 7,4) 3 0,1 M

DCA 5 0,5M

PDH 120 1,2 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
FMN 0,5 10,5 mM

Decanal 10 1 Min 96 % Ethanol

NFO variabel 20 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
Luziferase 15 60 mU/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)

Der Reaktionsansatz setzte sich aus je einem Teil doppelt konzentrierter PDH- und Lichtre-

aktion zusammen.

*Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien in Aqua dest. geldst.

Tabelle A2 zu Abbildung 3-9.

Konzentration im Test
(mM bzw. mU/ml)

Konzentration und Ansatz der
Stammlésungen*

MOPS-CI (pH 7,4) 50 0,5M

MgCl, 5 1M

CaCl, 1 0,25 M

TPP 2 20 mM

CoA 0,25 10 mM

NAD" 4 0,2M

L-Cystein (pH 7,4) 3 0,1 M

DCA 5 0,5M

PDH 120 1,2 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
FMN 0,7 10,5 mM

Decanal 10 1 Min 96 % Ethanol

NFO 3000 20 U/ml in NFO-Puffer
Luziferase 15 60 mU/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)

*Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien in Aqua dest. geldst.
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Tabelle A3 zu Abbildung 3-10.

Konzentration im Test
(mM bzw. mU/ml)

Konzentration und Ansatz der
Stammldsungen*

MOPS-CI (pH 7,4) 50 0,5M

MgCl, 5 1M

CaCl, 1 0,25 M

TPP 2 20 mM

CoA 0,25 10 mM

NAD" 6 0,2M

L-Cystein (pH 7,4) 3 0,1 M

PDH 140 1,2 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
FMN 0,7 10,5 mM

Decanal 10 1 Min 96 % Ethanol

NFO 3000 20 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
Luziferase 15 60 mU/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)

*Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien in Aqua dest. gelost.

Tabelle A4 zu Abbildung 3-11.

Konzentration im Test
(mM bzw. mU/ml)

Konzentration und Ansatz der
Stammldsungen*

MOPS-CI (pH 7,4) 50 0,5M

MgCl, 5 1M

CaCl, 1 0,25 M

TPP 2 20 mM

CoA 1 10 mM

NAD" 10 0,2M

L-Cystein (pH 7,4) 3 0,1 M

PDH 250 1,2 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
FMN 0,8 10,5 mM

Decanal 11 1 Min 96 % Ethanol

NFO 7750 20 U/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)
Luziferase 16 60 mU/ml in 50 mM MOPS-CI (pH 7,4)

*Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien in Aqua dest. gelost.
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Tabelle A5 zu Abbildung 3-17: Pyruvatgehalt (umol/g) und Abweichung (%) in den Wiederfin-

dungsexperimenten.

Blindprobe | Biolumineszenz HPLC PDH-Test LDH-Test kolorimetrischer Test
Nr urpol/g pmol/g | % Abw. | umol/g | % Abw. | pumol/g | % Abw. | pmol/g | % Abw.| pmol/g % Abw.
(tatséchlich)
1 0,18 0,17 -6 0,16 -1 0,30 67 0,25 39 0,11 -39
2 0,92 0,78 -15 0,83 -10 0,94 2 0,87 -5 0,93 1
3 1,76 1,78 1 1,76 0 1,77 1,73 -2 1,93 10
4 1,02 1,03 1 0,98 -4 1,03 1 0,94 -8 1,06 4
5 1,61 1,52 -6 1,60 -1 1,59 -1 1,59 -1 1,61 0
6 0,23 0,26 13 0,21 -9 0,19 -17 0,22 -4 0,20 -13
7 1,47 1,69 15 1,51 3 1,28 -13 1,45 -1 1,53 4
8 0,51 0,48 -6 0,50 -2 0,44 -14 0,47 -8 0,51 0
9 1,83 2,00 9 1,89 3 1,68 -8 1,82 -1 1,88 3
10 0,99 1,02 3 0,99 0 0,96 -3 1,00 1 1,00 1

Abw. = Abweichung (%) vom tatsachlich vorliegenden Pyruvatgehalt.

Tabelle A6: Flachenanteil (%) des vitalen Tumorgewebes am Gesamtschnitt der Xenotransplan-

tate.
% vitales % vitales % vitales % vitales
Tumorgewebe Tumorgewebe Tumorgewebe Tumorgewebe

SAS #74 45,9 Cal33 #541 27,3 FaDu #364 19,6 UT-15 #95 28,6
SAS #85 42,3 Cal33 #542 25,9 FaDu #372 56,6 UT-15 #96 19,2
SAS #86 26,3 Cal33 #544 36,3 FaDu #837 36,1 UT-15 #98 37,4
SAS #87 17,2 Cal33 #723 24,6 FaDu #844 80,3 UT-15 #109 26,2
SAS #249 58,1 Cal33 #724 24,8 FaDu #845 74,6 UT-15 #229 15,6
SAS #3830 26,6 Cal33 #725 41,4 FaDu #846 71,6 UT-15 #230 17,2
SAS #849 59,9 Cal33 #726 31,9 FaDu #871 51,7 UT-15 #232 254
SAS #850 46,7 Cal33 #805 43,4 FaDu #872 42,0 UT-15 #259 28,0
SAS #857 30,7 Cal33 #807 11,8 FaDu #873 30,7 UT-15 #262 17,0
SAS #902 62,9 Cal33 #808 15,6 FaDu #874 60,7 UT-15 #263 23,4
SAS #909 35,1 Cal33 #851 43,1 FaDu #905 74,6 UT-15 #264 29,0
SAS #910 62,7 - - - - - -
UT-14 #131 78,7 UT-5 #60 65,3 UT-45 #6 57,6 XF354 #259 271
UT-14 #132 95,0 UT-5 #98 49,4 UT-45 #13 30,5 XF354 #259-2 25,8
UT-14 #133 87,5 UT-5 #406 32,3 UT-45 #37 40,0 XF354 #476 40,9
UT-14 #134 75,7 UT-5 #698 42,7 UT-45 #295 30,2 XF354 #476-2 40,0
UT-14 #558 447 UT-5 #699 36,0 UT-45 #448 36,0 XF354 #546 33,4
UT-14 #559 31,2 UT-5 #701 26,4 UT-45 #939 38,7 XF354 #546-2 36,9
UT-14 #560 26,7 - - - - - -
UT-14 #604 64,4 - - - - - -
UT-14 #605 61,3 - - - - - -
UT-14 #606 38,2 - - - - - -
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Tabelle A7: Pyruvatgehalt (umol/g) der Tumorlinien Cal33, FaDu, SAS und XF354.
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Med = Median, Min = Minimalwert, Max = Maximalwert.
Es wurde zwischen der Pyruvatkonzentration (umol/g) der gesamten Schnittflache und des vitalen
Tumorgewebes unterschieden.

Tumor gesamte Schnittflache vitales Tumorgewebe
Cal33 MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#541 0,67 0,37 0,61 0,07 3,97 0,90 0,38 0,86 0,07 3,97
#542 0,81 0,44 0,77 0,07 3,97 0,90 0,39 0,86 0,07 3,97
#544 0,71 0,47 0,62 0,07 3,97 0,82 0,49 0,73 0,07 3,97
#723 0,93 0,52 0,89 0,07 3,97 1,23 0,49 1,16 0,07 3,97
#724 0,83 0,39 0,79 0,07 3,97 0,94 0,40 0,89 0,07 3,97
#725 1,64 0,85 1,57 0,04 3,83 2,03 0,70 1,94 0,13 3,83
#726 0,77 0,47 0,73 0,07 3,97 0,92 0,40 0,87 0,07 3,97
#805 0,92 0,52 0,87 0,07 3,97 1,21 0,49 1,16 0,07 3,97
#3807 0,78 0,45 0,72 0,07 3,97 0,83 0,35 0,79 0,07 3,16
#808 1,36 0,73 1,28 0,07 3,97 1,64 0,60 1,56 0,15 3,97
#851 1,24 0,65 1,17 0,07 3,97 1,39 0,57 1,29 0,07 3,97
FaDu MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#364 1,08 0,43 1,09 0,02 1,99 1,41 0,34 1,42 0,29 1,99
#372 1,36 0,39 1,42 0,02 1,99 1,38 0,39 1,45 0,02 1,99
#837 1,17 0,51 1,25 0,02 1,99 1,39 0,41 1,45 0,10 1,99
#844 1,54 0,37 1,63 0,06 1,99 1,63 0,28 1,69 0,06 1,99
#845 1,04 0,37 1,02 0,02 1,99 1,13 0,35 1,11 0,04 1,99
#846 1,01 0,34 1,02 0,02 1,99 1,09 0,30 1,09 0,02 1,99
#871 1,33 0,48 1,44 0,02 1,99 1,60 0,30 1,66 0,04 1,99
#872 1,15 0,44 1,16 0,02 1,99 1,34 0,33 1,34 0,04 1,99
#873 1,26 0,51 1,38 0,02 1,99 1,53 0,33 1,59 0,36 1,99
#874 1,32 0,48 1,44 0,02 1,99 1,59 0,27 1,63 0,08 1,99
#905 1,42 0,43 1,51 0,02 1,99 1,57 0,32 1,63 0,02 1,99
SAS MwW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#74 0,86 0,49 0,85 0,05 1,99 1,18 0,37 1,16 0,05 1,99
#85 0,89 0,50 0,87 0,05 1,99 1,22 0,37 1,21 0,05 1,99
#86 0,98 0,52 0,90 0,09 1,97 1,10 0,51 1,06 0,09 1,97
#87 1,04 0,47 1,05 0,05 1,99 1,40 0,36 1,43 0,17 1,99
#249 1,07 0,54 1,12 0,05 1,99 1,35 0,38 1,37 0,11 1,99
#830 0,9 0,5 0,84 0,09 1,97 1,21 0,51 1,22 0,09 1,97
#849 1,30 0,47 1,26 0,09 1,97 1,40 0,43 1,43 0,09 1,97
#850 1,10 0,54 1,07 0,09 1,97 1,43 0,44 1,45 0,09 1,97
#857 0,91 0,53 0,85 0,09 1,97 1,25 0,51 1,25 0,09 1,97
#902 1,18 0,46 1,21 0,05 1,99 1,26 0,40 1,28 0,05 1,99
#909 1,11 0,57 1,09 0,09 1,97 1,40 0,45 1,43 0,09 1,97
#910 0,44 0,94 0,36 1,99 1,07 1,15 0,37 1,13 0,05 1,99
XF354* MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#259 0,70 0,19 0,72 0,07 0,99 0,82 0,14 0,85 0,12 0,99
#259 0,72 0,19 0,74 0,03 0,99 0,77 0,16 0,80 0,20 0,99
#476 0,53 0,23 0,49 0,03 0,99 0,76 0,19 0,81 0,18 0,99
#476 0,44 0,24 0,38 0,03 0,99 0,76 0,17 0,80 0,15 0,99
#546 0,66 0,26 0,72 0,03 0,99 0,86 0,11 0,88 0,03 0,99
#546 0,77 0,17 0,81 0,03 0,99 0,86 0,11 0,88 0,03 0,99

*Schnittdicke 16 ym. Anhand des Unterschiedes der linearen Steigungen von Kalibrierungen mit 16
pMm und 20 um dicken Standardschnitten ergab sich der Faktor 1,27, mit dem die Konzentrationen auf
eine theoretische Dicke von 20 ym hochgerechnet wurden.




6 Anhang 99

Tabelle A8: Pyruvatgehalt (umol/g) der Tumorlinien UTSCC-5, -14, -15 und -45. MW = Mittelwert,
SD = Standardabweichung, Med = Median, Min = Minimalwert, Max = Maximalwert. Es wurde zwi-
schen dem Pyruvatgehalt (umol/g) der gesamten Schnittflache und des vitalen Tumorgewebes unter-
schieden.

Tumor gesamte Schnittflache vitales Tumorgewebe
UTSCC-5 MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#60* 0,61 0,27 0,64 0,05 0,99 0,85 0,12 0,88 0,27 0,99
#98* 0,65 0,27 0,73 0,03 0,99 0,83 0,15 0,88 0,22 0,99
#406* 0,68 0,22 0,72 0,03 0,99 0,79 0,15 0,82 0,20 0,99
#698 0,69 0,19 0,70 0,03 0,99 0,78 0,17 0,83 0,30 0,99
#699 0,66 0,21 0,68 0,03 0,99 0,89 0,10 0,91 0,03 0,99
#701 0,60 0,25 0,61 0,03 0,99 0,72 0,18 0,73 0,10 0,99
UTSCC-14 MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#131 1,37 0,41 1,43 0,05 1,99 1,46 0,36 1,48 0,17 1,99
#132 1,17 0,46 1,19 0,05 1,99 1,18 0,46 1,20 0,05 1,99
#133 1,46 0,43 1,54 0,05 1,99 1,54 0,37 1,62 0,05 1,99
#134 1,35 0,42 1,38 0,05 1,99 1,42 0,38 1,45 0,11 1,99
#558 1,20 0,49 1,21 0,05 1,99 1,51 0,36 1,56 0,22 1,99
#559 0,99 0,52 0,93 0,05 1,99 1,39 0,41 1,43 0,17 1,99
#560 0,92 0,53 0,87 0,05 1,99 1,25 0,43 1,24 0,11 1,99
#604 1,15 0,44 1,15 0,05 1,99 1,24 0,40 1,23 0,05 1,99
#605 1,20 0,43 1,22 0,05 1,99 1,32 0,36 1,31 0,05 1,99
#606 1,52 0,34 1,55 0,05 1,99 1,52 0,34 1,55 0,05 1,99
UTSCC-15 MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#95 1,28 0,48 1,37 0,02 1,99 1,51 0,35 1,58 0,32 1,99
#96 1,55 0,34 1,63 0,04 1,99 1,78 0,17 1,82 0,53 1,99
#98 1,03 0,49 0,94 0,04 1,99 1,46 0,37 1,52 0,06 1,99
#109 0,88 0,45 0,81 0,02 1,99 1,22 0,37 1,22 0,15 1,99
#229 1,14 0,51 1,10 0,02 1,99 1,44 0,35 1,46 0,19 1,99
#230 1,14 0,51 1,18 0,02 1,99 1,79 0,20 1,84 0,21 1,99
#232 1,07 0,50 1,11 0,02 1,99 1,39 0,31 1,40 0,25 1,99
#259 1,35 0,37 1,37 0,04 1,99 1,47 0,34 1,51 0,19 1,99
#262 1,09 0,47 1,10 0,02 1,99 1,47 0,32 1,50 0,15 1,99
#263 1,06 0,37 1,01 0,02 1,99 1,31 0,36 1,34 0,02 1,99
#264 1,25 0,48 1,33 0,02 1,99 1,54 0,33 1,60 0,04 1,99
UTSCC-45 MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#6 0,92 0,41 0,91 0,05 1,99 0,92 0,42 0,91 0,05 1,99
#13 1,15 0,51 1,09 0,09 1,97 1,32 0,46 1,40 0,09 1,97
#37 1,29 0,44 1,31 0,05 1,99 1,51 0,34 1,54 0,05 1,99
#295 1,15 0,41 1,12 0,05 1,99 1,28 0,45 1,30 0,05 1,99
#448 1,02 0,66 0,90 0,07 3,97 1,28 0,60 1,17 0,07 3,97
#939 1,07 0,45 1,06 0,05 1,99 1,20 0,36 1,19 0,05 1,99

*Schnittdicke 16 ym. Anhand des Unterschiedes der linearen Steigungen von Kalibrierungen mit
16 yum und 20 pm dicken Standardschnitten ergab sich der Faktor 1,27, mit dem die Konzentrationen
auf eine theoretische Dicke von 20 um hochgerechnet wurden.
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Tabelle A9: ATP- und Laktatgehalt (umol/g) der Tumorlinie Cal33. MW = Mittelwert,
SD = Standardabweichung, Med = Median, Min = Minimalwert, Max = Maximalwert. Alle Werte bezie-
hen sich auf vitales Tumorgewebe.

Tumor ATP Laktat

Nr./Segment MW SD Med Min Max MW SD Med Min Max
#541-7 1,2 0,4 1,1 2,6 1,0 24,0 8,5 245 4,3 50,9
#541-8 1,2 0,4 1,1 2,6 1,0 23,2 7,0 23,5 3,7 50,9
#541-9 1,3 0,4 1,3 2,7 1,4 21,6 7.2 21,3 4,5 50,9
#542-7 1,5 0,3 1,5 2,8 1,5 25,8 9,4 23,5 9,6 50,9
#542-8 1,3 0,3 1,3 2,6 1,3 28,9 8,3 28,1 0,1 50,9
#542-9 1,3 0,3 1,3 2,8 1,2 27,8 9,2 26,5 10,0 50,9
#544-7 1,3 0,4 1,3 3,1 1,4 23,7 6,3 23,7 0,0 50,9
#544-8 1,4 0,4 1,4 3,5 1,4 21,3 5,8 20,9 0,0 49,9
#544-9 1,3 0,4 1,3 2,8 1,3 17,9 5,0 17,3 1,1 50,9
#723-7 1,3 0,4 1,3 3,2 1,2 31,1 7,2 31,2 1,4 50,9
#723-8 1,2 0,4 1,2 3.2 1,2 - - - - -
#723-9 1,1 0,3 1,1 2,3 1,2 29,3 58 28,9 7,0 50,9
#724-7 1,5 0,4 1,5 4,1 1,4 28,5 8,1 28,1 4,3 50,9
#724-8 1,5 0,5 1,5 3,7 1,4 33,1 8,4 32,6 4,6 50,9
#724-9 1,4 0,4 1,4 3,2 1,6 35,4 8,0 35,0 0,0 50,9
#725-1 1,6 0,4 1,6 3,6 1,5 27,0 8,4 24,7 1,9 50,9
#725-2 1,7 0,4 1,6 3,7 1,6 29,2 8,4 28,3 2,0 50,9
#725-3 1,6 0,3 1,6 3,8 1,6 31,7 7.4 30,8 1,5 50,9
#725-4 1,9 0,5 1,8 4,3 1,7 30,1 8,6 29,2 4,5 50,9
#726-7 1,5 0,4 1,5 3,9 1,4 31,5 7,7 30,8 0,0 50,9
#726-8 1,2 0,3 1,2 2,6 1.1 20,1 6,9 19,7 5,1 50,9
#726-9 1,2 0,4 1,2 3,0 1,3 16,4 4,8 15,2 4,1 48,6
#805-7 1,6 0,4 1,6 3,1 1,4 28,7 8,5 28,7 0,2 50,9
#805-8 1,4 0,4 1,4 3,5 1,4 26,1 6,9 25,5 0,1 50,9
#805-9 1,5 0,3 1,5 2,9 1,5 28,9 7,5 28,9 0,0 50,9
#807-7 1,2 0,4 1,3 2,5 1,5 24,8 8,7 23,5 2,6 50,9
#807-8 1,2 0,5 1,2 2,7 1,4 25,7 7,6 254 4,6 50,9
#807-9 1,3 0,5 1,2 3,2 0,9 26,1 8,0 25,8 4.1 50,9
#808-7 1,5 0,4 1,5 3,6 1,6 29,3 7,1 29,0 75 50,9
#808-8 1,3 0,5 1,3 4,4 1.1 32,8 7,1 32,4 2,0 50,9
#808-9 1,7 0,6 1,6 4,3 1,4 36,4 6,6 36,1 0,0 50,9
#851-7 1,7 0,4 1,8 3,5 1,8 28,2 5,9 27,8 5,7 50,9
#851-8 1,6 0,4 1,6 4,5 1,6 25,9 5,6 25,6 0,3 50,9
#851-9 1,5 0,4 1,5 3,2 1,5 36,0 7,8 36,1 0,0 50,9
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Tabelle A10: Einzeldaten der Metabolitbestimmungen der HNSCC-Humanbiopsien.

ATP (umol/g) Laktat (umol/g) Pyruvat (umol/g)
Tumor- Normal- Tumor- Normal- Tumorge- Normal-

Tumor/ Serie | gesamt | gewebe gewebe | gesamt | gewebe gewebe | gesamt webe gewebe
HF-I 0,9 2,0 0,5 171 21,7 21,0 0,36 0,38 0,30
HF-II 0,7 0,9 0,5 21,7 24,2 24,6 0,77 0,89 0,84
HF-1II 0,8 1,2 0,7 20,1 18,6 271 0,25 0,29 0,33
HF-IV 0,8 0,9 0,8 20,5 20,2 27,8 0,18 0,20 0,22
TRO2-1 0,0 - - - - - - - -
TRO2-II 0,0 - - - - - - - -
TRO2-11 0,0 - - - - - - - -
TR0O2-IV 0,0 - - - - - - - -
TRO3-I 0,8 1,0 0,8 2,6 3,3 21 0,25 0,34 0,25
TRO3-II - - - 9,8 11,4 - 0,24 0,26 -
TRO3-III 1,2 0,3 1,2 9,6 11,0 7,5 0,24 0,27 0,24
TRO3-IV 1,1 1,1 - 9,0 10,3 - 0,31 0,35 -
TRO4-1 1,2 1,2 - 6,1 7,7 4,8 0,34 0,38 0,33
TRO4-II 1,1 1,4 0,4 6,6 7,7 47 0,29 0,33 0,21
TRO4-III 0,9 1,2 0,3 50 6,2 4,5 0,26 0,35 0,20
TRO4-1V 0,8 1,1 0,3 4,0 5,0 3,6 0,11 0,15 0,10
TRO6-I 0,5 0,5 - 59 6,6 - 0,29 0,35 -
TRO6-II 0,7 0,7 - 55 7,5 - 0,53 0,58 -
TRO6-III 0,5 0,5 - 3,9 4.5 - 0,12 0,17 -
TRO6-IV 0,8 0,8 - 9,8 9,8 - 0,68 0,68 -
TR10-1 0,2 0,2 - 1,5 1,9 - 0,60 0,71 -
TR10-II 1,3 1,4 - 55 5,8 - 0,46 0,49 -
TR10-111 1,3 1,6 - 55 6,1 - 0,29 0,31 -
TR10-1V 1,3 1,5 - 6,4 7,2 - 0,64 0,71 -
TR11-1 0,8 0,8 - 2,8 2,9 - 0,40 0,41 -
TR11-II 0,8 0,9 - 2,0 2,2 - 0,71 0,82 -
TR11-lI 0,7 1,0 0,4 2,2 2,5 1,7 0,20 0,23 0,18
TR11-IV 1,1 1,4 0,9 9,0 9,0 8,0 0,24 0,26 0,22
TR18-I 0,3 - - - - - - - -
TR18-II 0,5 - - - - - - - -
TR18-lll 0,5 - - - - - - - -
TR18-IV 0,4 - - - - - - - -
TR19-I 0,1 - - - - - - - -
TR19-I 0,1 - - - - - - - -
TR19-lI 0,1 - - - - - - - -
TR19-IV 0,2 - - - - - - - -
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Tabelle A11: Flachenanteil (%) von vitalem Tumor- und Normalgewebe am Gesamt-

schnitt der HNSCC-Humanbiopsien.

Flachenanteil vitales Tumorgewebe (% bezogen auf gesamt)

Serie | Serie Il Serie lll Serie IV
HF 17 37 21 21
TRO3 56 64 71 72
TRO4 53 76 59 50
TRO6 52 46 45 100
TR10 67 87 94 90
TR11 86 99 79 53

Flachenanteil Normalgewebe (% bezogen auf gesamt)

Serie | Serie ll Serie lll Serie IV
HF 17 32 27 21
TRO3 7 - 3 -
TRO4 11 17 17 17
TRO6 - - - -
TR10 - - - -
TR11 - - 14 17

6.2 Puffer und Losungen

10x PBS (0,1 M PBS)
Phosphate Buffered Saline

38 mM
162 mM
1,9M

NaH2P04
N82HPO4
NaCl

Titration auf pH 7,4.

1x PBS (pH 7,4) wurde aus 10x PBS hergestellt.

0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) fir die Enzymldsung fur den Laktatnachweis

40 mM
60 mM
50 mM

KH,PO4
Na;HPO,
Natriumglutamat

Puffer fiir die NFO

40 %
1T mM
0,1 mM
50 mM

Glycerin

EDTA (pH 8,0)
DTT

KH2PO, (pH 7,0)
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6.3 Chemikalien und Reagenzien

Aceton

ADP

Arsenat (Na,HAsO,)
ATP

Carnitin-Acetyltransferase
Coenzym A

Decanal
DTT

Einbettmedium (TissueTek)
Eosin

HCI
HEPES

Methanol
MgC|2
MOPS

NAD*
NADH
NaOH

Laktat (Natrium-L-Laktat)
Leuchtkafer (Photinus pyralis)

Mayer’s saures Hamalaun

Perchlorsaure (20 %)
Pyruvat (Natrium-Pyruvat)

Roti-Histokitt
Schwefelsaure

Thiaminpyrophosphat
Triethanolamin

Tris

Tween20

Enzyme

Laktatdehydrogenase
Luziferase (Vibrio fischeri)
NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase
Pyruvatdehydrogenase

Glutamat-Pyruvat-Transaminase

Antikorper und Puffer

Kaninchen anti-human Multi-Cytokeratin

EnVision Ziege anti-Maus
Antikorperverdinnungspuffer

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen

Slee, Mainz
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fluka, Minchen
Sigma, Miinschen

Roth, Karlsruhe

Fluka, Minchen
Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Minchen
Fluka, Minchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Roche, Minchen
Roche, Minchen
Roche, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roche, Minchen

Vision BioSystems NovoCastra, Newcastle, UK

Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
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Ziege-Normalserum

DAB" Liquid (Chromogen und Puffer)

Dako, Hamburg
Dako, Hamburg

6.4 Sonstige Materialien, Gerate und Software

Deckglaser 60 x 24 mm
Objekttrager SuperFrost Plus
Fettstift

Filtereinheiten 0,45 um

Menzel, Braunschweig
Menzel, Braunschweig

Dako, Hamburg
Hartenstein, Wirzburg

Nicht explizit aufgefihrte Einweg-Plastikmaterialien wie Reaktionsgefale und Pipettenspit-
zen wurden von den Firmen Greiner Bio-One (Frickenhausen), Roth (Karlsruhe) und VWR
(Darmstadt), Glasgefalle von der Firma Schott AG, Mainz bezogen.

Geréte

Biolumineszenztechnik
Photonenzéahler C2400
und CCD-Kamera
Mikroskop Axiophot

Homogenisator

HPLC-Anlage
Autosampler AS-100
Detektor 1801 UV
Pumpe
Interface
Saule organic acid Resin

Kryostat

Microplate Reader Model UV-3550
Photometer LambdaBio
Ultraschallstab

Zauberstab M 122 M

Zentrifugen
Zentrifuge 3200
Megafuge 1,0 R, Rotor 2252
Biofuge 15, Rotor 3042

Software

ImageJ
MicroplateManager 4.0
Office

OriginLab

Photoshop CS
ValueChrom

Wasabi

Hamamatsu, Herrsching
Zeiss, Oberkochen

Braun, Melsungen

BioRad, Minchen

Gohler-Analysentechnik, Chemnitz
Slee, Mainz

BioRad, Mlnchen

Perkin Elmer, Waltham, USA
IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.
Esge, Stuttgart

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

National Institute of Health

BioRad, Miinchen

Microsoft Corporation, Minchen
OriginLab Corporation, Northampton
Adobe Systems, Miinchen

Biorad, Minchen

Hamamatsu, Herrsching
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6.5 Abkurzungsverzeichnis

Acetyl-CoA
AMP
ADP
ATP

CAT
CoA

DAB
DCA
DNPH
DTT

FMN, FMNH,

GLUT

GPT

GPx

GR

GSH, GSSG

HE
HEPES
HIF

HNSCC

Ki

LDH
L/P

MCP
MCT
MOPS

NAD*, NADH+H*
NFO

OXPHOS

PBS
PDH
PDK
PFK
pO,

PP,

PPP

ROI
ROS

SD

TCDso
TPP

Acetyl-CoenzymA
Adenosinmonophosphat
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

Carnitin-Acetyltransferase
CoenzymA

3,3'-Diaminobenzidine
Dichloroacetat
2,4-Dinitrophenylhydrazin
Dithiothreitol

Flavinmononukleotid (oxidiert, reduziert)

Glukosetransporter
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Glutathionperoxidase
Glutathionreduktase

Glutathion (reduziert, oxidiert)

Hamatoxylin-Eosin
N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid)
Hypoxie induzierbarer Faktor

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma

Konfidenzintervall

Laktatdehydrogenase
Laktat/Pyruvat

Multichannel-Plate
Monocarboxylattransporter
3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid)

Nikotinamidadenindinukleotid (oxidiert, reduziert)
NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase

oxidative Phosphorylierung

phosphate buffered saline
Pyruvatdehydrogenase
Pyruvatdehydrogenasekinase
Phosphofruktokinase
Sauerstoffpartialdruck
anorganisches Phosphat
Pentosephosphatweg

region of interest
reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

Standardabweichung

Tumor Control Dose
Thiaminpyrophosphat (Cocarboxylase)
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