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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 Tumorerkrankungen

Der Begriff Tumorerkrankung beschreibt eine bdsartige Gewebeneubildung (Neoplasie)
und umfasst eine heterogene Gruppe an Krankheitsbildern mit einer vielféaltigen Variation
an Symptomen, Befunden, Diagnosen und Therapien, wesentlich gepragt durch die Loka-
lisation und das Erkrankungsstadium bei der Erstdiagnose. Eine Neoplasie kann sich
grundsétzlich aus jeder Kdrperzelle entwickeln und in verschiedensten Organen auftreten.
Die Entstehung eines Tumors, die Karzinogenese, ist nach heutigem Stand der For-
schung ein mehrstufiger Prozess, bei dem sich die maligne Tumorzelle durch eine Reihe
von Defekten in verschiedenen Genen aus pramalignen Vorstufen entwickelt. Hierbei sind
insbesondere Mutationen innerhalb der Onkogene und Tumorsuppressorgene fur die
Transformation einer normalen Zelle in eine Tumorzelle verantwortlich (Pfeifer et al.,
2006).

Der Prozess der Karzinogenese ist komplex, und die Ursachen fir die Tumorentstehung
sind mannigfaltig. Fur einige Tumorerkrankungen sind Risikofaktoren bekannt. So indu-
ziert beispielsweise Tabakrauch und Alkoholabusus Kopf-Hals-Tumoren; eine direkte
Kausalkette konnte durch wissenschaftliche Studien belegt werden (Smith et al., 2012).
Dem gegeniiber stehen zahlreiche Tumorentitaten, von denen die Atiologie nicht bekannt
ist und eine gezielte Praventionsstrategie nicht zur Verfiigung steht. Faktoren wie Uber-
gewicht, Bewegungsmangel, Alkoholkonsum, chemische Noxen, ultraviolette Strahlung
(UV-Strahlung) und Onkoviren scheinen jedoch das Risiko, an einer bdsartigen Gewebe-
neubildung zu erkranken, grundsétzlich zu erhéhen (Gallagher et al., 2010; Hunn und
Rodriguez, 2012; Reeves et al., 2007).

Nach Hanahan und Weinberg (2000; 2011) erwirbt die Tumorzelle im Rahmen ihrer
Karzinogenese elf typische und universelle Merkmale, die sogenannten ,hallmarks of
cancer”, die sie vom Normalgewebe unterscheiden. Neben lang bekannten Eigenschaften
von Tumorzellen, wie die unbegrenzte Proliferation, die Fahigkeit zur Invasion und Meta-
stasierung sowie die Resistenz gegen Apoptose, riickt auch der deregulierte Tumorstoff-
wechsel immer starker in den Fokus der Tumorforschung (Hirschhaeuser et al., 2011;
Moreno-Sanchez et al., 2007; Sattler et al., 2010a).

Von den oértlich begrenzten Tumoren werden heute etwa zwei Drittel durch Chirurgie,
Strahlen- und Chemotherapie geheilt (Sauer, 2010). Das verbleibende Drittel beschéftigt
mit groflem Nachdruck die experimentelle und klinische Forschung. So werden unter
anderem neue Kombinationsverfahren sowie strahlen- und chemosensibilisierende Sub-
stanzen entwickelt, um die Effektivitdt der Tumortherapie zu optimieren und die Patien-

tenprognose zu verbessern.
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Trotz intensiver Forschung und bekannter Risikofaktoren steigt seit der Jahrtausendwen-
de die Zahl aufgetretener Tumorerkrankungen stetig an. Laut Prognosen des Robert
Koch-Institutes (RKI) war im Jahr 2012 in Deutschland mit knapp einer halben Million
Neuerkrankungen von bdsartigen Gewebeneubildungen und einem mittleren Erkran-
kungsalter von 69 Jahren zu rechnen. Ausgehend von den im Jahr 2007 und 2008 er-
krankten Personen, kalkuliert das RKI mit einer geschétzten 5 Jahresiberlebensrate der
Patienten von 62 %. Abhangig von der Tumorlokalisation variiert diese zwischen < 10 %
bei Bauchspeicheldriisenkrebs bis >90 % fiir das maligne Melanom der Haut (Robert
Koch-Institut, 2012). Bdsartige Neubildungen sind mit 29 %, hinter Krankheiten des Kreis-
laufsystems mit 38 %, die zweith&ufigste Todesursache in Deutschland (Robert Koch-
Institut, 2011).

Im Folgenden wird explizit auf bosartige Gewebeneubildungen der Kopf- und Halsregion
sowie des Ovars eingegangen, da Zellen und Tumoren dieser Tumorentitaten die experi-

mentelle Grundlage der vorliegenden Arbeit bildeten.

1.2 Plattenepithelkarzinome der Kopf- und Halsregion

Zu Tumorerkrankungen der Kopf- und Halsregion zahlen bdsartige Neubildungen der
Mundhdhle inklusive Zunge und Speicheldriisen, Geschwulste des Larynx und Pharynx,
der Lippe, der Kiefer- und Nasenhdhle, der Schilddrise sowie der Schleimhdute von
Mund und Nasenhdhlen. Bei Tumoren dieser Lokalisationsgruppe handelt es sich mit
einer Wahrscheinlichkeit > 90 % um maligne Entartungen epithelialen Ursprungs (Robert
Koch-Institut, 2012).

Im Rahmen der durchgefihrten experimentellen Untersuchungen wurde mit zwei huma-
nen Tumorzelllinien gearbeitet, die aus Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und Halsregi-

on (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) etabliert wurden.

1.2.1 Epidemiologie und Klassifizierung

Im Jahr 2008 erkrankten nach Angaben des RKI in Deutschland 9.520 Manner und
3.490 Frauen an bosartigen Neubildungen des Kopf-Hals-Bereichs. Dies entsprach 3 %
aller Krebsneuerkrankungen. Das mittlere Erkrankungsalter betrug 61 Jahre fir Manner
und 66 Jahre fur Frauen. Des Weiteren zeigten sich bei Frauen mit 59 % im Vergleich zu
Mannern mit 44 % die gunstigeren Finfjahresiberlebensraten (Robert Koch-Institut,
2012). Dass Manner haufiger und friiher erkranken und unginstigere Prognosen haben,
hangt mit dem bei Mannern grél3eren Anteil der durch Tabak- und Alkoholkonsum gefor-

derten Krebserkrankungen von Zunge, Mundboden und Hypopharynx zusammen
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(Blot et al., 1988; Blot, 1992; Robert Koch-Institut, 2003; Robert Koch-Institut, 2006). Fur
das Jahr 2012 prognostizierte das RKI tber 10.000 Neuerkrankungen bei Mannern und
eine Zunahme bei Frauen gegeniiber 2008 um 9 % auf insgesamt 3.800 Inzidenzen. Die
Sterberate ist altersstandardisiert bei den Frauen gleichbleibend und bei den M&nnern
leicht ricklaufig, was auf Fortschritte in der Tumorbehandlung zurtickzufiihren ist (Robert
Koch-Institut, 2012).

Die Kopf-Hals-Tumoren werden auf Grundlage des TNM-System (tumor, node, metas-
tasis) eingeteilt und klassifiziert (Weber et al., 2010; Wittekind und Meyer, 2010). Hierbei
wird durch ein Codesystem aus Buchstaben und Zahlen eine Charakterisierung des Tu-
mors vorgenommen, anhand derer eine Stadien-Einteilung der Erkrankung mdglich ist.
Die Kategorie T der TNM-Klassifikation steht hierbei fur die Grol3e, die Ausdehnung und
den Grad der Tiefeninfiltration des Primartumors. Die Kategorie N kodiert den Befall regi-
onaler Lymphknoten nach GréRRe, Anzahl und Lokalisation zum Primértumor. M be-
schreibt das Fehlen (MO) oder Vorhandensein (M1) von Fernmetastasen.

Die auf Basis der TNM-Klassifikation definierten Tumorstadien des American Joint
Committee on Cancer (AJCC) sind in die Stufen | bis IV und mehrere Untergruppen A
bis C untergliedert (Tabelle 1).

Tabelle 1: AJCC-Stadien der Kopf-Hals-Tumoren
Einteilung der Tumorstadien anhand TNM-Klassifikation.

TNM-Stadien Tumor (T) Node (N) Metastasis (M)
| T1 NO MO
Il T2 NO MO
1] T1 N1 MO
1] T2 N1 MO
1] T3 NO,N1 MO

IVA T1-3 N2 MO
IVA T4a NO - N2 MO
VB Jedes T N3 MO
VB T4b Jedes N MO
IvVC Jedes T Jedes N M1

Die Klassifikation des Tumorstadiums nach TNM-System definiert den Behandlungsplan,
erleichtert den Informationsaustausch und gibt auRerdem einen Hinweis auf die Patien-

tenprognose.
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1.2.2 Risikofaktoren

Die grofRten Risikofaktoren fur Tumorerkrankungen des Kopf- und Halbereichs sind Ta-
bak- und Alkoholkonsum, die zusammen das Erkrankungsrisiko potenzieren (Blot et al.,
1988). Raucher erkranken bis zu sechsmal haufiger an Tumoren dieser Lokalisations-
gruppe als Nichtraucher. Das Larynxkarzinom ist bei Nichtrauchern fast unbekannt; bei
30-40 Zigaretten taglich erhoht sich das Risiko einer Erkrankung um den Faktor 33 (Pfei-
fer et al., 2006). Auch der orale Genuss von Tabak, in Form von Kautabak, stellt ein
Risiko dar (Hirsch et al., 2012; Madani et al., 2012). Weitere Risikofaktoren sind unzurei-
chende Mundhygiene und ein zu geringer Verzehr von Obst (Helen-Ng et al., 2012; Zheng
et al., 1990). Fir einige Krebserkrankungen im Nasen- und Rachenraum wird auch eine
Beteiligung von Viren (human papillomavirus) an ihrer Entstehung diskutiert (Kreimer et
al., 2005). Bei Karzinomen der Lippe trdgt Sonnenexposition zur Krebsentstehung bei
(Maruccia et al., 2012).

1.2.3 Symptome, Diagnose, Therapie und Prognose

In den meisten Féllen werden die Kopf-Hals-Tumoren vom Patienten im fortgeschrittenen
Stadium anhand ihrer Symptome selbst entdeckt. Symptome, die auf einen Tumor im
Kopf-Hals-Bereich hinweisen, sind dauerhafte Lymphknotenschwellungen am Hals,
Schluckbeschwerden, Heiserkeit, Mundgeruch, Einschrankungen der Zungenbeweg-
lichkeit sowie Schwellungen oder nicht abheilende Wunden im Mundbereich. Die endgdil-
tige Diagnose erfolgt mittels einer histologischen Klassifizierung sowie sonografischer,
endoskopischer und computergestiitzter Diagnoseverfahren. Therapeutisch wird in Ab-
hangigkeit von der Ausbreitung des Tumors in angrenzende Gewebe eine mdglichst
vollstdndige Entfernung angestrebt. Zusatzlich ist eine zervikale Lymphknotenausrau-
mung, abhéngig von Art und Umfang der Lymphknotenmetastasen, haufig unumgénglich.
Im Rahmen der Radiotherapie werden Ublicherweise tumorizide Gesamtdosen von
66-72 Gy mit Einzelfraktion a 2 Gy taglich (5 Tage/Woche) verabreicht. Die alleinige
Chemotherapie hat keine kurative Wirkung, erfolgt deshalb im Rahmen einer kombinierten
Radiochemotherapie, was als Goldstandard bei fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren gilt.
Letztlich fuhrt die oftmals verspatete Diagnose zu einer erheblichen Verschlechterung der
Prognose, jedoch sind auch bei sehr weit fortgeschrittenen Tumoren mit kombinierten
Therapieformen gute Ergebnisse und in Einzelfallen auch Heilung erreichbar (Pfeifer et
al., 2006).
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1.3 Ovarialkarzinome

Histologisch handelt es sich bei bosartigen Neubildungen der Eierstécke Uberwiegend
(> 90 %) um Karzinome, die sich vom Oberflachenepithel ableiten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit zwei verschiedenen humanen Ovarialkarzinomzelllinien gearbeitet, die

aus dem Primartumor bzw. Aszites etabliert wurden.

1.3.1 Epidemiologie und Klassifizierung

Auf bdsartige Neoplasien des Ovars entfallen 4 % aller Tumorerkrankungen und 6 % aller
Krebssterbefalle der Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren. Die Er-
krankungsfalle nehmen in Deutschland seit den 1990er Jahren deutlich ab, die Sterbefalle
hingegen weniger deutlich. Das relative Finfjahresiberleben liegt derzeit bei etwa 40 %
und ist im Vergleich zu anderen Krebskrankheiten der Geschlechtsorgane eher niedrig
(Robert Koch-Institut, 2012).

Die Stadien-Einteilung fur Tumorerkrankungen der weiblichen Geschlechtsorgane erfolgt
anhand der FIGO-Klassifikation (Fédération Internationale de Gynécologie et
d'Obstétrique). Bei dieser Einteilung werden entsprechend der Krankheitsausbildung vier
Stadien definiert (Benedet et al., 2000; Wittekind und Meyer, 2010).

Tabelle 2: FIGO-Stadien der Ovarialkarzinome
Einteilung der Tumorstadien anhand der FIGO-Klassifikation.

FIGO-Stadien Unterscheidungskriterium

I Tumor ist auf das Ovar begrenzt

I Ausbreitung auf das kleine Becken

Mikroskopische peritoneale Metastasen auf3erhalb des kleinen Be-
ckens nachgewiesen oder Lymphknotenmetastasierung

v Fernmetastasen aul3erhalb der Peritonealhdhle

1.3.2 Risikofaktoren

Verletzungen des Oberflachenepithels wahrend der Ovulation spielen eine wesentliche
Rolle in der Entstehung des Ovarialkarzinoms. Das Risiko steigt demzufolge mit der zu-
nehmenden Zahl an Ovulationen wahrend des Lebens einer Frau. Etwa 10 % der Erkran-
kungen sind genetisch bedingt. Ein erhfdhtes Risiko fur Eierstockkrebs tragen Frauen,
deren Verwandte ersten Grades Brust- oder Eierstockkrebs hatten. Protektiv wirken
Schwangerschaften, langjahrige Einnahme von Ovulationshemmern sowie lange Still-

perioden (Hunn und Rodriguez, 2012).
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1.3.3 Symptome, Diagnose, Therapie und Prognose

Typische Frihsymptome fehlen genauso wie eine effektive Screening-Untersuchung zur
Friherkennung von Ovarialkarzinomen. Die Diagnosestellung erfolgt durch sono-
graphische, bildgebende Verfahren.

Wichtigstes Therapieprinzip ist die operative Entfernung des tumordsen Gewebes. Ab
einem fortgeschrittenen Stadium ist zusatzlich eine Chemotherapie, Ublicherweise Carbo-
platin, in Kombination mit dem Taxan Paclitaxel obligat (Hunn und Rodriguez, 2012;
Partridge und Barnes, 1999). Die Strahlentherapie spielt bei der Primartherapie von Ova-
rialkarzinomen, auf Grund ihrer Lokalisation im Abdomen, derzeit eine untergeordnete
Rolle. Das Abdomen und dessen Organe haben eine eingeschrankte Strahlenvertraglich-
keit. Die Ganzabdomenbestrahlung wird auf Grund dessen nur bei speziellen Indikationen
durchgefuhrt, z. B. zur Behandlung postoperativer Tumorreste <0,5cm. Moderne Be-
strahlungstechniken wie die intensitdtsmodulierte Strahlentherapie (IMRT), die eine exak-
te Anpassung der Dosisverteilung an das Zielvolumen mit bestmdéglicher Schonung um-
gebender Risikoorgane ermdglicht, kdnnten die Radiotherapie wieder als erfolgreiche
Behandlungsmethode bei Ovarialkarzinomen konsolidieren (Dohr et al., 2008).

Die Patientenprognose ist stark abhangig vom Tumorstadium bei Diagnosestellung. Infol-
ge des weitestgehend symptomlosen Krankheitsverlaufs werden 75 % der Erkrankungs-
falle erst im Stadium Il und IV erkannt, einhergehend mit einer dementsprechend
schlechten Fiunfjahresuberlebensrate von 40 % bzw. 11 %. Die vergleichsweise gut be-
handelbaren Frihstadien | und Il werden mit 25 % eher selten diagnostiziert, die Uberle-
bensraten sind mit 90 % bzw. 60 % jedoch um ein Vielfaches hdher (Benedet et al., 2000;
Pfeifer et al., 2006). Ein weiterer Prognosefaktor bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen
ist der postoperative Tumorrest. Die beste Prognose haben Patientinnen, die tumorfrei

operiert werden konnten (Kommoss et al., 2010).

1.4 Tumorstoffwechsel

Die maligne Transformation fuhrt innerhalb des Zellstoffwechsels zu einer Umgestaltung
zahlreicher Prozesse: Modifikationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, Hoch-
regulation glykolytisch relevanter Enzyme und Transporter sowie Erhéhung der Fehlerhaf-
tigkeit in Prozessen der oxidativen Phosphorylierung. Letztendlich haben Tumorzellen
einen im Vergleich zu ihrem Ursprungsgewebe auffallend abgewandelten Stoffwechsel
(Hanahan und Weinberg, 2011; Tennant et al., 2010).
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1.4.1 Besonderheiten des Tumorstoffwechsels

Ein grundlegendes Charakteristikum tumordser im Vergleich zu nicht malignen Zellen ist
die hochregulierte Aufnahme und Umsetzung von Glukose, selbst unter Anwesenheit von
Sauerstoff (Hanahan und Weinberg, 2011). Dieses Phdnomen, das mit einem erhdhten
Glukoseverbrauch und einer gesteigerten Bildung und Akkumulation von Laktat einher-
geht, wurde im letzten Jahrhundert von Otto Warburg erforscht und als ,Warburg Effekt"
oder ,aerobe Glykolyse” deklariert. Die Beobachtungen fuhrten ihn zu der Hypothese,
dass Tumorzellen infolge einer dysfunktionalen mitochondrialen Atmung ihren Energiebe-
darf durch eine Erhéhung der Glykolyserate kompensieren miissen (Warburg, 1956). In
spateren Studien konnte gezeigt werden, dass zahlreiche Tumorzelllinien keinen Defekt
im oxidativen Abbau von Glukose besitzen, die onkogene Transformation dessen unge-
achtet jedoch die Uberexpression glykolytischer Enzyme und Glukose-assoziierter Trans-
porter und eine gesteigerte Glykolyse bedingt (Moreno-Sanchez et al., 2007). Die Frage,
warum Tumorzellen diesen Stoffwechselweg bestreiten, ist noch nicht vollends geklart.
Nachweislich bietet die aerobe Glykolyse einige Vorteile fur schnell proliferierende Zellen.
Erstens kann die offensichtlich geminderte Energieausbeute von Tumorzellen gegenuber
nicht entarteten Zellen, begriindet auf der unvollstandigen Oxidation von Glukose, durch
den erhohten glykolytischen Flux kompensiert werden. Zweitens liefert die gesteigerte
Glykolyserate Intermediate fir die Biosynthese: Ribose-Zucker fiir Nukleotide, Glycerol
und Zitrat fur Lipide und durch den Pentosephosphatweg Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat (NADPH). Offen bleibt die Frage, warum so viel Laktat gebildet wird, obwohl
eine gesteigerte Oxidation von Pyruvat mdglich wére. Eine Erklarung hierfir kénnte sein,
dass die gesteigerte Glykolyse die zellulare Kapazitat der Pyruvatoxidation Ubersteigt und
gleichzeitig das zytosolische NAD*/NADH-Verhaltnis derart verschiebt, dass die Tumor-
zelle zur Aufrechterhaltung des Stoffwechsels alternative und schnellere Wege nutzen
muss (DeBerardinis et al., 2008; Tennant et al., 2010).

1.4.1.1 Expression stoffwechselrelevanter Proteine

Die Expression stoffwechselrelevanter Proteine ist in Tumorzellen oftmals gegeniber
nicht entarteten Zellen des Ursprungsgewebes verédndert. Glykolytische Enzyme und
Glykolyse-assoziierte Transporter sind haufig hochreguliert, um den gesteigerten
glykolytischen Flux zu bewerkstelligen. Simultan liegen bei Proteinen der mitochondrialen

Atmung oftmals Mutationen vor, die ihre Funktion einschrénken.
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Die in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Expression untersuchten Proteine sind in Abbildung 1
rot markiert. lhre Lokalisation und Funktion innerhalb des Zellstoffwechsels wird im Fol-

genden verdeutlicht.

Glukose

GLUT-1
HK-II

el Glukose-6-P

Fruktose-6-P

Fruktose-1,6-BP

4
4

PEP

PK-M2
Pyru\(at M

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Glukose- und Energiestoffwechsels

Gezeigt ist eine vereinfachte und schematische Darstellung der in dieser Arbeit untersuchten
Proteine  (rot) des Glukose- und Energiestoffwechsels. Durch membranstandige
Glukosetransporter, wie z. B. GLUT-1, gelangt die Glukose in die Zelle und wird durch die HK-II zu
Glukose-6-P phosphoryliert und im Rahmen der Glykolyse weiter metabolisiert. Das letzte Enzym
der Glykolyse, PK-M2, katalysiert die Dephosphorylierung von PEP zu Pyruvat. Dieses kann mit-
tels der LDH-A zu Laktat reduziert oder durch den PDH-Komplex zu Acetyl-CoA decarboxyliert und
im Zitrat-Zyklus vollstandig zu CO, oxidiert werden. Hierbei gebildete energiereiche Molekiile
(NADH, FADH,) ubertragen ihre Elektronenpaare auf Poteinkomplexe der Atmungskette (COX | bis
IV). In der oxidativen Phosphorylierung wird die elektromotorische in eine protonenmotorische Kraft
und schlief3lich in ein Phosphorylgruppenibertragungspotenzial umgewandelt. Mittels MCT-1 und
MCT-4 werden Monocarboxylate, wie z. B. Laktat, konzentrationsabhangig aus der Zelle hinaus
transportiert. Sie und die CA-1X sind an der intrazellularen pH-Regulation beteiligt.

GLUT-1 = Glukosetransporter-1; HK-Il = Hexokinase-II; PK-M2 = Pyruvatkinase-M2; PDH-E1B =
Pyruvatdehydrogenase-E1f; COX-IV = Cytochrom-c-Oxidase-IV; MCT-1 = Monocarboxylattrans-
porter-1; MCT-4 = Monocarboxylattransporter-4; LDH-A = Laktatdehydrogenase-A; CA-IX = Carbo-
anhydrase-1X.

Der gesteigerte Bedarf an Glukose wird in Tumorzellen durch eine Uberexpression der
Glukosetransporter gedeckt. Neben mehreren Isoformen ist das Protein GLUT-1 in zahl-
reichen Tumorentitaten am haufigsten und ist mit einer um den Faktor 10 gesteigerten
Aktivitat mitverantwortlich fir die erhéhte Glukoseaufnahme im Vergleich zu nicht entarte-
ten Zellen (Moreno-Sanchez et al., 2007). Die gesteigerte Glukoseaufnahme ist innerhalb
verschiedenster Tumorentitdten ausreichend verbreitet, um sie beispielsweise in Form der
®Fluor-2-deoxy-D-glukose Positronen-Emissions-Tomographie diagnostisch zu nutzen.

Das erste Enzym der Glykolyse, die Hexokinase und insbesondere die Isoform Il (HK-II),

spielt eine kritische Rolle in der Initierung und Aufrechterhaltung der gesteigerten
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Glykolyserate schnell wachsender Tumorzellen. Die gesteigerte Expression von HK-II
katalysiert die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-phosphat (Glukose-6-P) und
bindet diese somit im Zytoplasma (Pelicano et al., 2006). Das letzte Enzym der Glykolyse,
die Pyruvatkinase (PK), dephosphoryliert das Protein Phosphoenolpyruvat (PEP) zu
Pyruvat und phosphoryliert den Energietrdger Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintri-
phosphat (ATP). Tumorzellen tberexprimieren hauptsachlich die Isoform M2 (PK-M2), die
zusatzlich zu ihrer katalysierenden auch regulatorische Funktionen besitzt und ein
Schlisselenzym der aeroben Glykolyse darstellt (Tamada et al., 2012).

Die weitere Oxidation von Pyruvat bedingt dessen Transport in die mitochondriale Matrix
und die Umsetzung durch den Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDC). Er besteht aus
multiplen Kopien dreier Enzym-Untereinheiten, die jede eine Teilreaktion katalysieren. Die
PDC-AKktivitat ist durch freie Acetyl-CoA-Level und die NAD*/NADH Ratio, die beide auf
Grund der gesteigerten Glykolyse gemindert sind, in Tumorzellen gehemmt. Zudem
phosphoryliert und inaktiviert die in  Tumoren oftmals Uberexprimierte
Pyruvatdehydrogenase-Kinase-1 (PDK-1) den PDC und somit die mitochondriale Aktivitat
(Papandreou et al., 2011). Daruber hinaus haben Studien gezeigt, dass die maximale
enzymatische Umsatzgeschwindigkeit Vmax des Enzyms Pyruvatdehydrogenase
(PDH-E1) in Tumorzellen nicht ausreicht, um einer zytotoxischen Anreicherung von
Pyruvat entgegenzuwirken (Feron, 2009).

Glykolytisch hochaktive Zellen benédtigen somit ein effektives System, um eine schnelle
Verstoffwechselung von Pyruvat, auch unter aeroben Bedingungen, zu gewéhrleisten. Die
Expression der Laktatdehydrogenase-A (LDH-A) wird von zahlreichen Onkogenen indu-
ziert und liegt dementsprechend in Tumorzellen stark Gberexprimiert vor. Es katalysiert
die Reduktion von Pyruvat zu Laktat bei gleichzeitiger Oxidation des Kosubstrats NADH
zu NAD', das somit den glykolytischen Enzymen wieder zur Verfiigung steht (Feron,
20009).

Das hierbei gebildete Laktat liegt in der Zelle in seiner dissoziierten Form vor und kann
nur mit Hilfe spezieller protonengekoppelter Transportproteine, den sogenannten
Monocarboxylat-Transportern (MCTSs), die Zellmembran passieren. MCTs sind Mitglieder
der so genannten solute-linked carrier 16, einer humanen Genfamilie mit bisher 14 Mit-
gliedern. MCT-1 bis MCT-4 transportieren Pyruvat, Laktat und Ketonkdrper im Symport
mit Protonen (H"), entsprechend dem intra- zu extrazellularen Konzentrationsverhaltnis,
sowohl aus der Zelle heraus als auch in umgekehrter Richtung. MCTs spielen somit eine
Doppelrolle in der Aufrechterhaltung des Tumorstoffwechsels: Sie gewahrleisten den
hohen glykolytischen Umsatz durch die Ausschleusung von Laktat und wirken durch den
Kotransport eines H" der Ansiuerung des Zytoplasmas entgegen. Die Uberexpression

von MCTs in Tumorzellen konnte fur unterschiedliche Tumorentitaten in unabhangigen
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Studien wiederholt gezeigt werden (Pinheiro et al., 2012). Innerhalb epithelialer Ovarial-
karzinome korrelierte zu dem die Uberexpression von MCT-1 und MCT-4 signifikant mit
der Tumorstadien-Einteilung, dem postoperativen Tumorrest sowie dem Vorhandensein
von Aszites (Chen et al., 2010).

Neben MCTs sind noch andere pH regulierende Mechanismen in der Zellmembran lokali-
siert und wirken dem aziden Mikromilieu von Tumoren entgegen. Die Carboanhydrase-1X
(CA-IX) hydratisiert Kohlenstoffdioxid (CO;) zu Kohlenséure (H,CO3) und umgekehrt, die
in wassriger Lésung zu Hydrogencarbonat (HCO3) und einem H* dissoziiert. Die Uberex-
pression von CA-IX korreliert fiir Ovarial- und Kopf-Hals-Tumoren mit einer reduzierten
Funfjahrestiberlebensrate der Patienten sowie mit einem geminderten Ansprechen auf
Chemotherapeutika (Eckert et al., 2012; Williams et al., 2012).

Eine weitere Variation im Vergleich zu nicht entarteten Zellen betrifft die mitochondriale
Atmung von Tumorzellen. Defizite in Form von zahlreichen Mutationen innerhalb des
mitochondrialen Genoms (mMtDNA) kénnen alle vier Enzymkomplexe (COX | bis IV) betref-
fen und fiihren zu Fehlfunktionen. Zugleich intensiviert die fehlerhafte mitochondriale
Atmung die Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff (O,) und filhrt somit
zu einer verstarkten Bildung reaktiver O,-Spezies (ROS). Simultan beeinflusst die meta-
bolische Umschaltung von oxidativer Phosphorylierung zu einer hochregulierten Glykolyse

die mitochondriale Atmung von Tumorzellen (Lemarie und Grimm, 2011).

1.4.1.2 Zellularer Energiestoffwechsel und Redoxstatus

Tumorzellen weisen trotz einheitlicher metabolischer Tendenzen zum Teil starke Differen-
zen beziglich der Auspragung ihres deregulierten Stoffwechsels auf. Bereits Tumoren
gleicher Entitat zeigen deutliche Unterschiede hinsichtlich ihres Glukose- und
Laktatgehalts sowie der Expression von Stoffwechsel-assoziierten Proteinen (Walenta et
al., 2004; Ziebart et al., 2011).

In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass eine starke Laktatanreicherung in Prim&rtumo-
ren unterschiedlicher Entitaten mit einem erhéhten Metastasierungsrisiko, einem gestei-
gerten Auftreten eines Lokalrezidivs und einer schlechten Patientenprognose einhergeht
(Brizel et al., 2001; Walenta et al., 2000). Dartiber hinaus konnte im Rahmen einer Studie
mit xenotransplantierten humanen Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereiches
nachgewiesen werden, dass ein hoher Laktatgehalt im Tumor mit einer erhdhten Strah-
lenresistenz korreliert (Quennet et al., 2006; Sattler et al., 2010b). Laktat ist somit nicht
nur ein Malignitats-Indikator, sondern beeinflusst méglicherweise aktiv die Strahlenresis-
tenz eines Tumors. Die beschriebene erhdhte Malignitat und die gesteigerte Resistenz

gegeniber Gammabestrahlung konnten somit ihren Ursprung in der gesteigerten
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glykolytischen Umsatzrate und der damit einhergehend erhdhten Bildung von Laktat
entarteter Zellen haben. Ein Aspekt ware die beschriebene antioxidative Eigenschaft von
Laktat, in der Laktat als Radikalfanger fir Superoxid-Anionen (O,-Anionen) und Hydroxyl-
Radikale (OH-Radikale) fungiert und somit eine strahleninduzierte Radikalbildung und
Fixation von DNA-Schaden mindern kdnnte (Groussard et al., 2000).

Das Endprodukt der Glykolyse, Pyruvat, gehort zur Gruppe der a-Ketosauren, die zur
Neutralisation von Wasserstoffperoxid (H,O,) beitragen. Im Rahmen einer nicht-
enzymatischen Reaktion wird die a-Ketosaure decarboxyliert und H,O, zu Wasser (H,0)
und Acetat umgesetzt (Nath et al., 1995; Salahudeen et al., 1991).

Des Weiteren liefert der im Rahmen der Karzinogenese gesteigerte Glukosemetabolismus
durch die Generierung von NADPH Reduktionsmittel zum enzymatischen Abbau von
ROS. Als antioxidative Systeme fungieren Glutathion (GSH) und Thioredoxin Trx(SH),,
die, katalysiert durch die Enzyme Glutathionperoxidase (GPx) und Thioredoxinperoxidase
(TPx), Elektronen auf ROS ubertragen und diese somit unschadlich machen. Die oxidier-
ten Molekile GSSG und Trx(S), mussen im Rahmen einer Redoxreaktion unter Einfluss
von Glutathionreduktase (GR) und Thioredoxinreduktase (TrxR) sowie NADPH wieder in
ihren reduzierten Zustand Uberfiihrt werden, um erneut antioxidativ wirksam zu sein (Si-
mons et al., 2007).

Der in Tumorzellen gesteigerte Glukosemetabolismus generiert somit zahlreiche Interme-
diate mit antioxidativen Eigenschaften (Abbildung 2), deren Inhibition in zahlreichen Stu-
dien zu einer Steigerung des zellularen oxidativen Stresses und einem erhohten Zelltod
fuhrte (Fath et al., 2009).

Die vom Glukosemetabolismus ausgehende antioxidative Kapazitat steht der erhdhten
mitochondrialen ROS-Produktion kanzerogener Zellen gegeniiber (Ahmad et al., 2005).
Hyperreaktive ROS, wie das O,-Anion, entstehen unter anderem in den Mitochondrien als
Nebenprodukt der Zellatmung, wobei besonders die Komplexe | und Il als Hauptquellen
der ROS-Bildung angesehen werden (Lenaz et al., 2006; Turrens, 1997). Auf Grund der
hohen Toxizitat von ROS besitzen Zellen spezielle antioxidative Abwehrmechanismen zu
deren Neutralisation. Ein wichtiger enzymatischer Radikalfanger ist das Enzym
Superoxiddismutase (SOD). Es fangt O, ab, indem es die Umwandlung zweier Radikale
in H,O, und O, katalysiert. H,O, wird durch nachfolgende enzymatische oder nicht-
enzymatische Schritte neutralisiert.

Der zellulare Redoxstatus basiert somit auf einem Gleichgewicht zwischen toxischen
Stoffwechselderivaten und zellularen Verteidigungsstrategien. Dieses Gleichgewicht
nutzen Onkologen als Angriffspunkt fiir zahlreiche Krebstherapien. Durch gezielte Mani-
pulation des Redoxsystems mittels biochemischer Stoffwechselmanipulatoren ist es mog-

lich, die Effektivitdt anderer ROS-erzeugender Therapieformen, wie beispielsweise
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Strahlen- oder Chemotherapie, zu erhéhen (Pelicano et al., 2003; Scarbrough et al., 2012;
Simons et al., 2007).

Der Einfluss von Stoffwechselmanipulatoren, wie etwa Oxamat (OXA), 2-Deoxy-D-
glukose (2DG) und Rotenon (ROT), sowie von Strahlentherapie auf den Energiestoff-
wechsel und Redoxstatus von Tumorzellen wird in den folgenden Kapiteln 1.4.2 und 1.5

genauer erlautert.

1.4.2 Stoffwechselmanipulation von Tumorzellen

Ein groRes Forschungsfeld untersucht Stoffwechseleigenschaften von Tumorzellen, die
sich grundlegend von gesunden Zellen unterscheiden, um gezielte Angriffe auf jene entar-
teten Zellen mit systemischen Therapien zu realisieren (Sattler et al., 2010a). Die in dieser
Arbeit verwendeten Stoffwechselmanipulatoren OXA, 2DG und ROT, deren Angriffspunk-
te in Abbildung 2 zu sehen sind, greifen diese Idee auf und wirken auf den Stoffwechsel
und Redoxstatus von Tumorzellen.

OXA ist ein Strukturanalogon zu Pyruvat, dem eine Wirkung als H,O, Radikalfanger
nachgewiesen werden konnte (Nath et al., 1995; Salahudeen et al., 1991). AuRerdem ist
OXA ein kompetitiver und spezifischer Inhibitor der LDH (Abbildung 2). Es konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von OXA die LDH-Aktivitat und somit die Laktatproduktionsrate
verringert und das Tumorvolumen von Experimentaltumoren gegeniiber unbehandelten
Kontrolltumoren reduziert (Zhao et al., 2011). Obendrein konnte durch Gabe von OXA die
Wirkung des Chemotherapeutikums Paclitaxel gesteigert und chemoresistente Brust-
krebszelllinien resensitiviert werden (Zhou et al., 2010).

2DG ist ein Glukoseanalogon, dessen zweite Hydroxylgruppe durch Wasserstoff ersetzt
ist. Die HK, die fur die Umwandlung von Glukose zu Glukose-6-P zustandig ist, verstoff-
wechselt 2DG zu 2-Deoxyglukose-6-phosphat (2DG-6-P). Die Isomerisierung von
2DG-6-P durch das Enzym Glukose-6-phosphat-isomerase (GPI) ist chemisch nicht még-
lich. 2DG-6-P reichert sich folglich als nicht weiter zu metabolisierendes Intermediat in
den Tumorzellen an (Abbildung 2).

Der Pentosephosphatweg wird durch die Verstoffwechselung von 2DG ebenfalls gestort.
Die Glukose-6-phosphat-dehydrogenase (G-6-PDH) oxidiert 2DG-6-P unter Reduktion
von NADP® zu NADPH. Das hierbei gebildete 6-Phospho-2-deoxygluconolakton kann
durch den Pentosephosphatweg nicht weiter metabolisiert werden (Andringa et al., 2006).
Der Einsatz von 2DG beeinflusst somit sowohl den zellularen Energiestoffwechsel durch
die Inhibition von Glykolyse und Pentosephosphatweg als auch den Redoxstatus einer

Zelle durch eine Abnahme von Pyruvat, Laktat sowie reduziertem NADPH (Abbildung 2).
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Das Reduktionsédquivalent NADPH bedient das Thioredoxinperoxidase/Thioredoxin-
reduktase-System sowie das Glutathionperoxidase/Glutathionreduktase-System mit Elek-
tronen, die ihrerseits Elektronen auf ROS Ubertragen und letztere somit unschéadlich ma-
chen (Lin et al., 2003; Scarbrough et al., 2012). In zahlreichen unabhé&ngigen
préklinischen Studien konnte durch den Einsatz von 2DG eine signifikante Wachstums-
inhibition, eine Reduktion der Strahlenresistenz sowie eine Sensibilisierung von Tumorzel-
len gegen Chemotherapeutika nachgewiesen werden (Dwarkanath et al., 2001; Simons et
al., 2007; Zhang et al., 2006).

Pentosephosphatweg

6-Phosphogluconolakton

NADPH
H.0 Trs(SSFIL) [6-Phospho-2-deoxygluconolakton]
2
GPx GR G-6-PDH
TPX TrxR Hzoz\/ H20 H,0
GSSG Glykolyse LDH

H>0, NADP* Glukose-6-P ——— Pyruvat ——> Laktat
- Tx(S) [2DG-6-F] H ’ H
SODT H i
o HKT 2DG OXA H,0,
Glukose
AtmungAskette [2DG]

1
ROT

Abbildung 2: Der zellulare Energiestoffwechsel und Redoxstatus unter dem Einfluss von
Stoffwechselmanipulatoren

Gezeigt ist der Zusammenhang zwischen Energiestoffwechsel und Redoxstatus (schwarz) sowie
die Angriffspunkte der drei verwendeten Stoffwechselmanipulatoren 2DG, ROT und OXA (rot).
Glukose konkurriert mit 2DG hinsichtlich der Aufnahme in die Zelle und die durch HK-II katalysierte
Phosphorylierung in Glukose-6-P und 2DG-6-P. Glukose-6-P wird im Rahmen der Glykolyse zu
Pyruvat verstoffwechselt und optional durch die LDH weiter zu Laktat reduziert, beide sind bekann-
te Radikalfanger fir H,O,. Die Umsetzung von Pyruvat zu Laktat kann durch den kompetitiven
Hemmstoff OXA inhibiert werden. 2DG-6-P hingegen kann die Glykolyse nicht weiter durchlaufen.
Innerhalb des Pentosephosphatzyklusses werden Glukose-6-P und 2DG-6-P durch die G-6-PDH
zu 6-Phosphogluconolakton und 6-Phospho-2-deoxygluconolakton oxidiert bei gleichzeitiger Re-
duktion von NADP® zu NADPH. 6-Phospho-2-deoxygluconolakton kann durch Enyzme des
Pentosephosphatzyklusses nicht weiter verstoffwechselt werden. NADPH dient als Reduktionsmit-
tel fir das Glutathionsystem, bestehend aus reduziertem GSH, dem oxidierten Dimer GSSG, GPx
und GR, sowie fiur das Thioredoxinsystem, bestehend aus reduziertem Trx(SH),, oxidiertem
Trx(Sz) und den Enzymen TPx und TrxR. Beide Systeme sind an der Neutralisation von H,0;
beteiligt. Bildungsort fiir O, ist unter anderem die mitochondriale Atmung. Das Enzym SOD wan-
delt O, in H,O, um, welches durch genannte Systeme abgebaut wird. ROT inhibiert die Atmungs-
kette und verandert somit die mitochondriale O, -Bildung. Modifiziert nach Simons et al. (2007).

ROT ist ein Naturstoff, dessen toxische Wirkung auf einer Blockade der Elektronentber-
tragung am ersten Proteinkomplex der Atmungskette beruht. Die NADH-Q-
Oxidoreduktase katalysiert diesen ersten Schritt der Elektronentransportkette, indem sie
NADH oxidiert und zwei Elektronen auf das Coenzym Q (Ubichinon) tbertragt. Durch den

Fluss von Elektronen vom NADH zum Coenzym durch die NADH-Q-Oxidoreduktase
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werden vier H" aus der Matrix des Mitochondriums herausgepumpt und ein H*-Gradient
aufgebaut, dessen Ruckfluss durch die ATP-Synthase die Bildung von ATP generiert
(Berg et al., 2012). Neben seiner Rolle innerhalb der Elektronentransportkette ist Kom-
plex | eine Hauptbildungsquelle von mitochondrialen ROS. Die Ubertragung einzelner
Elektronen auf O, fuhrt hierbei zur Bildung von hochreaktiven O,-Anionen (Lenaz et al.,
2006; Pelicano et al., 2003). Die Gabe von ROT stimuliert die Bildung von ROS am Kom-
plex | der Atmungskette und beeinflusst somit den zellularen Redoxstatus (Abbildung 2).
In Studien konnte eine ROT bedingte Abnahme der Zellatmung und ATP-Synthese sowie
Steigerung der ROS und Apoptoserate nachgewiesen werden (Li et al., 2003). Des Weite-
ren sensitiviert ROT Tumorzellen gegentiber exogenen Noxen, z. B. Gammabestrahlung,

deren Zelltoxizitat ebenfalls auf Radikalbildung basiert (Pelicano et al., 2003).

1.5 Strahlentherapie

Zur Therapie von Tumorerkrankungen werden verschiedene Strahlenqualititen einge-
setzt: Photonen-, Elektronen-, Protonen- oder Schwerionenstrahlung.

Die Photonenstrahlung ist die innerhalb der Strahlentherapie am h&aufigsten verwendete
Strahlung. Sie kann durch die Wechselwirkung schneller Elektronen mit Materie (R6nt-
genstrahlung, hochenergetische Photonenstrahlung) oder aus Kernprozessen (Gamma-
strahlung) stammen. Eine Weiterentwicklung der Strahlentherapie ist beispielsweise die
intensitdtsmodulierte Radiotherapie (IMRT). Hierbei erfolgt eine dreidimensionale Bestrah-
lung des Zielgewebes; dies ermdglicht empfindliche Organe vom Bestrahlungsfeld auszu-
schlieRen und zu schonen.

UV-Strahlung wird nicht der Strahlentherapie zugeordnet und ist mit einer Wellenlange
zwischen 100-380 nm erheblich energiearmer als Gammastrahlung. Lediglich das kurz-
wellige Ende der UV-Strahlung besitzt gentigend Energie, um bei Absorption Atome zu

ionisieren, das heif3t Elektronen aus den Atomhdllen zu l6sen.

1.5.1 Gammastrahlung

Gammastrahlung ist eine Photonenstrahlung mit einer Wellenlange <5 pm und einer
Energie > 200 kV. Sie entsteht durch Kernreaktionen beim Zerfall radioaktiver Elemente.
Therapeutisch genutzt wird beispielweise die beim radioaktiven Zerfall von *°Co oder
13'Cs freigesetzte Gammastrahlung. Biologisch wirksam ist lediglich die in einem Kérper
absorbierte Energie, die so genannte Energiedosis. Sie wird in Gray (Gy) angegeben,
wobei ein Gy einer Energie von einem Joule pro Kilogramm entspricht (Hiddemann und
Bartam, 2010).
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1.5.2 Strahlenbiologie

Die Strahlenbiologie befasst sich mit der Wirkung von Strahlung auf biologische Systeme.
Das wichtigste biologische Target der Strahlentherapie ist die DNA mit dem Ziel der radio-
genen Auslésung von DNA-Schaden (Einzel- und  Doppelstrangbriichen,
Basenmodifikationen, Insertionen, Deletionen und Crosslinks). Nicht reparierte Schaden
fuhren zum Zelltod via Apoptose, mitotischem Zelltod, Autophagy oder einem terminalen
Wachstumsarrest (Thoms und Bristow, 2010).

Erfolgt die Energieabsorption und die Auslésung der biologischen Wirkung innerhalb des
Zielmolekuls, wird von einer direkten Strahlenwirkung gesprochen. Bei der indirekten
Wirkung erfolgt die Energieabsorption und Auslésung der biologischen Wirkung in unter-
schiedlichen Molekilen. Als Radikal wird ein Atom oder Molekil bezeichnet, das ein
ungepaartes Elektron in der &ufReren Elektronenhiille tragt. Da H,O-Molekiile 80 % der
Zelle ausmachen, kommt es haufig zu deren lonisierung. Die hierbei gebildeten Radikale,
wie z. B. das OH-Radikal, ist stabil genug, um tber kurze Distanzen zu diffundieren und in
Wechselwirkung mit der DNA Lasionen zu erzeugen (Hall und Giaccia, 2006).

Neben H,O ist auch O, ein Radikalbildner. Die durch Strahlung gebildeten ROS, wie
beispielsweise das hochreaktive O, -Anion, fuhren durch Radikalkettenreaktionen zu einer
sekundaren Schéadigung des biologischen Zielmolekiils (Cook et al., 2004). Auf Grund
dessen sind hypoxische Tumoren strahlenresistenter als gut oxygenierte Tumoren. Dari-
ber hinaus intensiviert die medikamentése Reoxygenierung hypoxischer Zellen die Strah-
lentherapie (Overgaard, 2007).

Die Zahl der Schaden, die durch eine Bestrahlung an der DNA erzeugt werden, ist hinge-
gen weit grol3er als die Zahl der Ereignisse, die zu Mutationen oder Nekrosen fiihren. Die
Zellen verflugen Uber ein komplexes Reparatursystem, so dass der Grof3teil der Schaden
folgenlos bleibt. DNA-Einzelstrangbriiche und Basenschaden werden durch die
Basenexzisionsreparatur behoben. Die Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSB) erfolgt
mittels non-homologous end joining (NHEJ) oder durch homologe Rekombination (Hall
und Giaccia, 2006). Zudem besitzen Zellen eine Reihe an enzymatischen und nicht-
enzymatischen Antioxidantien, die durch ihre Wirkung als Radikalfanger die Zellen vor
strahleninduzierten ROS schiitzen (Kapitel 1.4.1.2).

DSBs stellen den gravierendsten DNA-Schaden dar. Die Reparatur von DSBs mittels
NHEJ verlauft ohne Vorlage einer Matrize, ist fehlerbehaftet und kann zu zahlreichen
Mutationen fuhren (Hall und Giaccia, 2006). Die Quantifizierung initiierter und residualer
DSBs ist infolgedessen ein wichtiger Marker zur Charakterisierung der zellularen Strah-
lenantwort. Die Ausbildung eines DSBs bewirkt die Phosphorylierung der
Histon-Untereinheit H2AX zu y-H2AX (Kinner et al., 2008). Das phosphorylierte Protein ist

immunologisch nachweisbar und ermdéglicht somit die Detektion der DSBs in Form
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sogenannter Foci innerhalb eines Zellkerns. Die Quantifizierung von y-H2AX-Foci nach
Gammabestrahlung ist eine in der Wissenschaft anerkannte Methode zur Visualisierung
von DNA-DSBs und deren Reparatur (Mah et al., 2010).

1.6 Aufgabenstellung

In Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten experimentelle Untersuchungen zur Wech-
selbeziehung zwischen Proteom, Energiestoffwechsel, Redoxstatus und Radiosensibilitat
von Tumorzellen in vitro und in vivo. Zusétzlich wurde die Auswirkung einer gezielten
Stoffwechselmanipulation auf die Ausbildung von DNA-DSBs und das klonogene Uberle-

ben nach Gammabestrahlung erforscht.

Hierzu wurden mittels In-Cell Western Expressionsanalysen ausgewéhlter Stoffwechsel-
assoziierter Proteine durchgefuhrt. Ergdnzend wurde die Enzymaktivitdt der LDH quantifi-
ziert. Die energieliefernden Stoffwechselwege der Tumorzellen, die Glykolyse und die
oxidative Phosphorylierung, konnten mit Hilfe einer modernen Messtechnik, dem
Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 (Seahorse Bioscience), untersucht werden.
Hierbei geben die extrazellulare Azidifizierungsrate, die Kohlenstoffdioxidbildungsrate und
die Sauerstoffverbrauchsrate Aufschluss Uber die Glykolyserate sowie die Aktivitdt der
mitochondrialen Atmung. Zielsetzung war, durch die Seahorse-Methode das Verhéltnis
zwischen glykolytischer und oxidativer Energiegewinnung fur die jeweils untersuchte
Tumorzelllinie zu eruieren. In fortfihrenden Experimenten wurde mittels photometrischen
und Lumineszenz-basierten Messverfahren die Konzentration bzw. der Umsatz weiterer
Metabolite wie Glukose, Laktat und ATP analysiert. Die ermittelten Daten ergénzten die
Charakterisierung des Energiestoffwechsels und dienten der Messdaten-Validierung des
Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3.

Die Quantifizierung des zellularen oxidativen Stresses erfolgte durch die Analyse des
Gehalts an O, -Anionen mit der DHE-Fluoreszenzfarbung und durch die Bestimmung der
SOD-Aktivitat mittels eines kommerziellen Test-Systems. Dariiber hinaus sollte ein mogli-
cher Zusammenhang zwischen Energiestoffwechsel und dem zellularen Redoxstatus
hergestellt werden.

Des Weiteren wurde der Einfluss des Tumormikromilieus auf die Wirkung von Gamma-
strahlung untersucht. Es sollte die Hypothese Uberprift werden, wonach eine hohe
glykolytische Aktivitat in Tumorzellen zu einer Anreicherung von antioxidativen Metaboli-
ten und infolgedessen zu einer Strahlenresistenz fihrt (Sattler et al., 2010b; Sattler und

Mueller-Klieser, 2009). Endpunkte zur Beurteilung der Strahlenwirkung waren das
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zellulare Uberleben und die Haufigkeit sowie die Reparatur von DNA-L&sionen, welche
anhand des Auftretens von yH2AX-Foci untersucht wurden.

Zuséatzlich wurde der Einfluss einer biochemischen und gentechnischen Stoffwechselma-
nipulation auf den Energiestoffwechsel, Redoxtstatus und die Strahlenantwort von Tumor-
zellen untersucht. Dabei kamen die biochemischen Inhibitoren OXA, 2DG und ROT zur
Verwendung. Wahrend OXA die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat inhibiert, reduziert
2DG die oftmals in Tumorzellen hochregulierte Glykolyserate (Sattler et al., 2010a). Die
Wirkung von ROT beruht auf der Hemmung des Elektronentransports am Komplex | der
Atmungskette und mindert somit die mitochondriale Atmung (Li et al., 2003).

Die gentechnisch manipulierten Tumorzellen wurden vom Kooperationspartner Herrn
Dr. Indraccolo (Istituto Oncologico Veneto IRCCS, Padua, Italien) zur Nutzung bereitge-
stellt. Sie wurden mit einem shMCT-4 kodierenden Vektor transfiziert, wodurch die Ex-
pression des membranstdndigen Transporters MCT-4 reduziert wird. Es sollte erforscht
werden, ob die gezielte biochemische oder gentechnische Manipulation des Tumorstoff-
wechsels zu einer Reduktion der Strahlenresistenz fihrt. Anhand manipulierter Zellen und
mitgefiihrter Kontrollen wurde hierfiir zum einen das klonogene Uberleben und zum ande-
ren die Ausprdgung sowie Reparatur von DNA-DSBs nach Gammabestrahlung unter-
sucht.

Nach den Analysen an herkdmmlichen zweidimensionalen Zellkulturen wurden ausge-
hend von den untersuchten Tumorzelllinien unter Leitung von Herrn Dr. Indraccolo und
Herrn Prof. Dr. Baumann Experimentaltumoren erzeugt und die Gehalte von ATP, Laktat,
Glukose und Pyruvat in soliden Tumoren ermittelt. Hierzu kam die in der Arbeitsgruppe
weiterentwickelte und etablierte Technik der bildgebenden Biolumineszenz (induced
metabolic Bioluminescence Imaging, imBI) zum Einsatz. In parallelen Kryoschnitten wurde
zusatzlich der Gehalt an O,-Anionen mit der DHE-Fluoreszenzfarbung bestimmt. Die
Charakterisierung des Expressionsmusters glykolytischer und stoffwechselrelevanter
Proteine erfolgte durch Immunfluoreszenzfarbungen an Tumorschnitten.

AbschlieRend sollte die Frage geklart werden, ob die Uberfiilhrung der Tumorzelllinien in
das invivo Modell zu einer Umformung der metabolischen und proteomischen Eigen-
schaften fiuhrt und ob das Modell fir weiterfilhrende Experimente hinsichtlich der Erfor-
schung des Einflusses von Tumormikromilieu und Redoxstatus auf die Strahlen- und

Chemotherapie am soliden Tumor nutzbar ist.
Strategisches Ziel des Projektes ist die Entwicklung neuer Tumortherapien durch metabo-

lisches Targeting, das heif3t durch gezielte Intervention in tumortypische Stoffwechselwe-

ge sowie die Identifikation pradiktiver Tumormarker fir die Radioonkologie.
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2 MATERIALIEN und METHODEN

2.1 Zellkultivierung

2.1.1 Tumorzelllinien

Zur Prufung der dieser Arbeit zugrunde liegenden wissenschaftlichen Fragestellung wur-
den die im Folgenden beschriebenen humanen Tumorzelllinien und die daraus gewonne-
nen Experimentaltumoren (Xenografts) verwendet.

Die Zelllinie OC316 wurde 1994 aus Aszites eines niedrig differenzierten ovarialen Adeno-
karzinoms einer 60-jdhrigen Patientin etabliert und von Herrn Dr. Indraccolo (Istituto
Oncologico Veneto IRCCS, Padua, Italien) zur Nutzung bereitgestellt. Die Patientin erhielt
vor der Biopsieentnahme eine Behandlung mit Zytostatika (Alama et al., 1996).

Des Weiteren erzeugte Herr Dr. Indraccolo ausgehend von der humanen Ovarialkarzi-
nomzelllinie OC316 einen genetisch verénderten Zelltypus. Hierzu wurde die fur MCT-4
shRNA kodierende DNA-Sequenz in das Genom von Lentiviren kloniert. Der erzeugte
Vektor konnte mittels Transduktion in die OC316-Tumorzellen tberfuhrt werden. Die so
genetisch veranderten Zellen wurden als OC316 shMCT-4 bezeichnet. Die mitgefihrten
Kontrollzellen OC316 shRNA wurden mit selbigem viralen Vektor transfiziert, jedoch
exklusiv der shMCT-4 DNA-Sequenz.

Aus einem unbehandelten ovarialen Adenokarzinom einer 47-jahrigen Patientin konnte
1982 die Zelllinie IGROV-1 konstituiert werden (Benard et al., 1985). Die Zelllinie
IGROV-1 wurde ebenfalls von Herrn Dr. Indraccolo zur Verfiigung gestellt.

Die Etablierung der Tumorzelllinien SAS und FaDu erfolgte aus humanen Plattenepithel-
karzinomen der Kopf- und Halsregion. Beide HNSCC-Zelllinien wurden von Herrn Prof.
Dr. Baumann (OncoRay-National Center for Radiation Reserach in Oncology, Dresden)
bereitgestellt. SAS wurde 1989 aus einer schlecht differenzierten Primarlasion der Zunge
fundiert (Takahashi et al., 1989). Die Etablierung von FaDu erfolgte 1968 aus einem hypo-
pharyngealen Plattenepithelkarzinom eines 56-jahrigen mannlichen Hindus (Rangan,
1972).

Die aufgefuihrten Tumorzelllinien wurden auf Trockeneis nach Mainz Gberfihrt und bis zu
ihrer Verwendung in flissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.

In der vorliegenden Arbeit findet hauptséchlich ein Vergleich der beiden Plattenepithelkar-
zinom- bzw. der beiden Ovarialkarzinomzelllinien untereinander statt. Auf die Gegeniiber-
stellungen von Daten aus unterschiedlichen Tumorentitdten wird aufgrund der einge-
schrankten Vergleichbarkeit, begriindet durch verschiedene Kultivierungsbedingungen,

Uberwiegend verzichtet.
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Die adharent wachsenden Zelllinien werden in Tabelle 3 beziglich Herkunft und Histolo-

gie charakterisiert.

Tabelle 3: Charakterisierung der verwendeten Zelllinien hinsichtlich Herkunft und histologi-
scher Klassifizierung

Aufgefiihrt sind die Lokalisation der Lasion im Patienten sowie die histologische Einteilung ent-
sprechend der Vorgaben der Union internationale contre le cancer (UICC) bzw. der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO).

Zelllinie Ursprung Histologie
0C316 Ovariales Adgnokarzmom, FIGO IV
Aszites
0C316 ShMCT-4 Ovariales Adgnokarzmom, N/A
Aszites
0C316 ShRNA Ovariales Adgnokarzmom, N/A
Aszites

Ovariales Adenokarzinom,

IGROV-1 o FIGO Il
Primartumor

SAS Zunge, Primarlasion Grad IV

FaDu Hypopharynx, Primarlasion Grad Il

2.1.2 Medien und Zuséatze

Die beiden Ovarialkarzinomzelllininien OC316 und IGROV-1 wurden in RPMI 1640-
Medium (2,0 g/l Glukose und 2 mM L-Glutamin; PAA Laboratories GmbH) mit 10 % feta-
lem Kalberserum (FCS GOLD; PAA Laboratories GmbH), 10 mM HEPES
(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséaure); Carl Roth GmbH + CO. KG) und
1 mM Natriumpyruvat (AppliChem GmbH) versetzt kultiviert. Dem Medium der genetisch
veranderten Zelllinien OC316 shRNA und OC316 shMCT-4 wurde zusatzlich 0,5 pg/ml
Puromycin (PAA Laboratories GmbH) zugesetzt.

Die Kultivierung der Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu erfolgte in DMEM-
Medium (4,5 g/l Glukose und 4 mM L-Glutamin; PAA Laboratories GmbH) mit folgenden
Zuséatzen: 10% FCS GOLD, 1% nicht essentielle Aminosauren (PAA Laboratories
GmbH), 10 mM HEPES und 1 mM Natriumpyruvat.

2.1.3 Kultivieren und Passagieren

Die Durchfuihrung aller Zellkulturarbeiten erfolgte unter einer Sterilbank in einem Labor
der biologischen Sicherheitsstufe eins. Es kamen nur sterile Materialen, Lésungen und
Medien zum Einsatz. Die angefallenen Abfalle wurden vor der Entsorgung sterilisiert.

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in einem Inkubator (HERAcell 240; Thermo Fisher

Scientific Inc.) unter einer wasserdampfgesattigten Atmosphére bei 37 °C und 5 % CO,.
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Hierzu wurden Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH) mit einer Wachstumsflache
von 25 cm? oder 75 cm? verwendet. Das Volumen des Nahrmediums pro Flasche wurde
entsprechend der Wachstumsflache angepasst und betrug 0,2 ml/cm?. Um eine adaquate
Nahrstoffversorgung zu gewéhrleisten, musste das verbrauchte Medium alle zwei bis drei
Tage entfernt und durch frisches Nahrmedium ersetzt werden. Zusatzlich wurden die
Zellen einmal pro Woche aus der Kulturflasche abgeldst und ein Teil der Zellsuspension
in eine neue Flasche uberfuhrt.

Dazu wurde das Medium aus der Zellkulturflasche verworfen und die Zellen mit 20 mM
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) gelést in 1x PBS pH 7,4 (phosphate buffered
saline) gewaschen und mit Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH) von den Kulturfla-
schen abgeldst. Die hierbei verwendeten Volumina orientierten sich an der Wachstums-
flache der Kulturflaschen: 0,08 ml/lcm? EDTA/PBS und 0,04 ml/cm? Trypsin/EDTA. Nach
5-mindtiger Inkubation im Brutschrank wurde die Reaktion mit 0,2 ml/cm? Nahrmedium
abgestoppt und die Zellsuspension in ein Reaktionsgefald tberfiihrt. Um die Zellen ganz-
lich von Trypsin zu trennen erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 272 g fur 5 min und
23 °C (Megafuge 1.0; Thermo Fisher Scientific Inc.). AnschlieRend wurde der Medien-
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert. Nach Be-
stimmung der Zellzahl, siehe Kapitel 2.1.4, wurde ein definiertes Volumen Zellsuspension
in eine neue Kulturflasche mit frischem Medium tberflhrt.

Die verwendeten Medien und Zusatze lagerten bei 2 °C und mussten vor dem Gebrauch
im Wasserbad (Aqualine AL25; LAUDA GmbH & Co. KG) auf 37 °C erwarmt werden.

2.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des maschinellen Zellzahlgerats
CASY® 1TT (Roche Innovatis AG). Das Messprinzip basiert auf der Pulsflachenanalyse.
Hierzu wurden 100 pl Zellsuspension in 10 ml Isotonldsung (Casy®ton; Roche Innovatis
AG) suspendiert und durch eine diinne Kapillare gespuilt. Dabei durchlaufen die Zellen ein
Spannungsfeld, dessen Widerstand sich bei jedem Zelldurchtritt erhéht. Durch manuelle
Anpassung des Messbereichs konnten Partikel, Zellartefakte und tote Zellen ausge-
schlossen werden. Die Zellzahl/ml sowie Durchmesser (um) und Volumen (fl) der Zellen

lieen sich direkt auf dem Gerét ablesen.

2.1.5 Mykoplasmentest (MycoAlert®)
Mykoplasmen sind zellwandlose, parasitisch lebende Bakterien. Auf Grund ihrer geringen

GroRe (<0,2 pm) lassen sie sich im Gegensatz zu anderen Bakterien nicht durch
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Sterilfilter zurtickhalten und sind lichtmikroskopisch nicht zu erkennen. Dementsprechend
stellen Kontaminationen mit Mykoplasmen ein grundlegendes Problem in Zellkulturlabo-
ren dar (Uphoff und Drexler, 2013).

Der verwendete Test ,Mycoplasma Detection Kit Myco Alert®™

der Firma Lonza Group AG
ist ein selektiver, biochemischer Test, der sich der Aktivitat mykoplasmen spezifischer
Enzyme bedient, um die Anwesenheit dieser zu detektieren.

Die Mykoplasmen wurden hierzu lysiert und die freigesetzten Enzyme katalysieren die
Umwandlung des MycoAlert®-Substrats bei gleichzeitiger Phosphorylierung von ADP zu
ATP. Der ATP-Gehalt wurde dabei Uber folgende Lumineszenz-basierte Reaktion (a)

ermittelt;

Luziferase
(a) Luziferin + ATP + O, 3 » Oxyluziferin + AMP+PP; + CO, + Licht
Mg~

Durch die luminometrische Messung des ATP-Gehalts vor (Messung E1) und nach Zuga-
be des MycoAlert®-Substrats (Messung E2) lieR sich ein Quotient (E2/E1) ermitteln, der
Aufschluss Uber eine mdgliche Kontamination gab (DTX 880 Multimode Detector;
Beckman Coulter GmbH).

Der errechnete Quotient (E2/E1) ist folgendermalRen zu deuten: Quotient < 1, die Probe
ist negativ fur Mykoplasmen; Quotient > 1, die Probe ist mit Mykoplasmen kontaminiert. In
einem Grenzbereich zwischen 1 und 1,3 sollte die entsprechende Kultur nach einer weite-

ren Inkubation von mindestens 24 h erneut getestet werden.

2.1.6 Kryokonservierung von Zellen

Nach maximal 20 Passagen wurden die Zellen verworfen und Zellen niedrigerer Passa-
gen neu aufgetaut. Hierzu wurden tiefgefrorene Zellbanken in flissigem Stickstoff ange-
legt.

Um eine Zerstérung der Zellmembran durch die Bildung von Eiskristallen wahrend des
Einfrierprozesses zu verhindern, war es erforderlich, das entsprechende Zellkulturmedium
mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) zu versetzen. Des Weiteren erfolgte der Einfrierpro-
zess uber 24 h schrittweise in einem Einfrierbehdlter (Thermo Fisher Scientific Inc.) bei
-80 °C, bevor die Zellen in -196 °C kalten fliissigen Stickstoff Gberfihrt wurden.

Wahrend des Auftauprozesses musste die toxische Eigenschaft des DMSO durch eine
rasche Verdinnung in 9 ml Zellkulturmedium abgeschwacht werden. Darauf folgten ein
Zentrifugationsschritt bei 272 g fir 8 min und 23 °C (Megafuge 1.0; Thermo Fisher Scien-

tific Inc.), das Verwerfen des Uberstandes und das Resuspendieren des Zellpellets in
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1 ml frischem Medium. AbschlieRend wurde die neue aufgetaute Zellsuspension in eine

25 cm? Zellkulturflasche mit 4 ml Medium transferiert.

2.2 Wachstumskurven und Zellzahlverdopplungszeiten

Die Zelllinien SAS, FaDu, OC316 und IGROV-1 wurden in zwei unabhangigen Versuchen
mit 4.000 bzw. 5.000 Zellen/cm? in einem Gesamtvolumen von 1 ml pro Well in mehrere
24-Well Platten (Greiner Bio-One GmbH) ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Drei Wells pro Zelllinie wurden téaglich und zu definierten Zeitpunkten abgel6st und ge-
zahlt.

Hierzu wurde der Medieniberstand entfernt und der Zellrasen zweimal mit 500 pl
EDTA/PBS (20 mM EDTA geldst in 1x PBS pH 7,4) gewaschen und anschlieRend mit
150 pl Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH) fir 7 min im Inkubator behandelt. Ab-
schlieBend wurden 350-1300 pul Medium hinzugegeben, die Zellen suspendiert und die
Zellzahl mittels des Zellzéhlgerats CASY® 1TT bestimmt. Die aus drei Ansétzen gemittelte
Zellzahl/cm? wurde in Abhangigkeit von der Zeit halblogarithmisch aufgetragen. Durch die
Messpunkte im exponentiellen Wachstumsbereich wurden lineare Regressionsgeraden

gelegt und anhand deren Steigungen die Zellzahlverdopplungszeiten errechnet.

2.3 Analyse stoffwechselrelevanter Proteine

2.3.1 In-Cell Western

Die Methode des In-Cell Westerns bietet die Mdglichkeit, die Expression von Proteinen
mit Hilfe von Antigen-Antikérper-Reaktionen in Zellkulturen vergleichend zu quantifizieren.
Das etablierte System bietet die Mdoglichkeit, einen gro3en Probensatz zeit- und kosten-
sparend zu testen und vergleichend zu analysieren (Fabian et al., 2012).

Die Zellen der Linien OC316, IGROV-1 und SAS wurden mit einer definierten Zellzahl von
4,5 x10* Zellen/cm?, die Zelllinie FaDu mit 6,0 x10* Zellen/cm? in einem Gesamtvolumen
von 100 ul in eine 96-Well Platte ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen
wurde eine Konfluenz des Zellrasens von 80-90 % erreicht. Um vergleichbare Aussagen
beziglich der Proteinexpression treffen zu kénnen, erfolgte die Aussaat aller vier Zelllinien
auf einer Platte. Zusatzlich musste auf jeder Platte neben den fir die Zielproteine notwen-
digen Wells ein Haushaltsprotein, in diesem Fall a-Tubulin, mitgefuhrt werden. Die
a-Tubulin Proteinexpression wurde genutzt, um Varianzen in der Zelldichte zwischen den

einzelnen Wells auszugleichen und die Messdaten zu normalisieren.
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Alle folgenden Volumenangaben beziehen sich auf ein Well einer 96-Well Platte. Die
Lésungen wurden an die Seitenwand des Wells pipettiert, um ein Ablosen der Zellen zu
vermeiden. Langere Inkubationsschritte erfolgten auf dem Orbitalschwenker (Polymax
1040; Heidolph Instruments GmbH & Co. KG).

Zur Fixierung der Zellen wurde das Medium verworfen und die Zellen mit 200 pl kaltem
1x PBS gewaschen. Es folgte eine 10 min Inkubation mit 125 pl -20 °C kaltem Methanol.
Nach Abklopfen des Methanols und Lufttrocknen der Zellen lagerte die Platte bei -20 °C
bis zur weiteren Bearbeitung.

Zu Beginn der Farbung wurde die Platte fir 10 min bei 50 °C auf einer Heizplatte (H22
electronic; C. Gerhardt GmbH & Co. KG) enteist, mit 200 pl 1x PBS rehydriert und 10 min
mit 125 pl 0,3%igem Triton-X100 (Sigma-Aldrich GmbH) in 1x PBS permeabilisiert. Nach
einem Waschschritt mit 125 pl 1x PBS folgte das Blocken unspezifischer Antikdrperbin-
dungsstellen mittels 50 pl RotiBlock (Carl Roth GmbH + CO. KG), 1:10 verdinnt in
1x PBS. Nach dem Abklopfen des Blockierungsreagenz wurde mit zweimal 125 °pl
1x PBS gewaschen und anschlief3end 125 pl 1x PBS in die Wells pipettiert. Um ein Aus-
trocknen der Zellen zu verhindern, konnte das 1x PBS erst kurz vor Zugabe des Erstanti-
kérpers aus dem jeweiligen Well entfernt werden. Im folgenden Schritt wurden 50 pl Erst-
antikorper in RotiBlock (1:10 in 1x PBS) gelést bzw. RotiBlock als Negativkontrolle
aufgetragen und 1 h inkubiert. Angaben zu den verwendeten Antikérpern und eingesetz-
ten Konzentrationen sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Darauf folgten zwei Waschschritte mit
jeweils 200 ul 1x PBS. Der anschlielende Peroxidase-Block mit 50 pl 0,3 % H,0,
(AppliChem GmbH) in 1x PBS fir 10 min diente zur Absattigung endogener Peroxidasen,
die zu Hintergrundfarbungen bei Verwendung Peroxidase-gekoppelter Zweitantikdrper
fuhren kénnen. Daran schlossen sich zwei Waschschritte mit 200 pl bzw. 125 pl 1x PBS
und die Inkubation von 50 ul Zweitantikdrper (alle Dianova GmbH; Tabelle 4), verdinnt in
RotiBlock (1:10 in 1x PBS), Uber einen Zeitraum von 30 min an. Durch dreimal
5-minitiges Waschen mit zweimal 200 pl und einmal 100 pl 1x PBS wurden die Uber-
schissigen, nicht gebundenen Zweitantikérper entfernt und daraufhin der Leerwert E1 in
100 pl 1x PBS bei 655 nm Wellenlange im Mikroplatten-Lesegerat (DTX 880 Multimode
Detector; Beckman Coulter GmbH) photometrisch gemessen. AnschlieRend wurde das
1x PBS durch 100 pl Tetramethylbenzidin-Losung (BD OptEIA; Becton Dickinson and
Company), die zuvor auf Raumtemperatur gebracht worden war, ersetzt. Das
Tetramethylbenzidin (TMB) wurde durch die Peroxidasen des Zweitantikdrpers zu einem
I6slichen blauen Farbstoff umgewandelt. Je nach Farbintensitét erfolgte die Messung der
Extinktion (E2) nach 20-30 min.

AE der einzelnen Wells ergab sich aus der Subtraktion der Leerwerte E1 von den Mess-

werten nach TMB-Zugabe E2 (AE=E2-E1). Da alle Messungen in Dreifachbestimmung
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durchgefuhrt wurden, konnte aus allen AE-Tripletts der Mittelwert (MW) berechnet und der
MW der Negativkontrollen (ohne Erstantikdrper) vom MW der Positivfarbungen subtrahiert
werden. Die Proteinexpressionen wurden auf das Haushaltsprotein a-Tubulin normiert
und fur die beiden Ovarialkarzinomzelllinien auf IGROV-1 (= 100 %) bzw. innerhalb der
HNSCCs auf FaDu (= 100 %) bezogen.

Tabelle 4: Primér- und Sekundérantikérper fur In-Cell Western
Die Tabelle zeigt die fur den In-Cell Western verwendeten Priméar- und Sekundarantikbrper sowie
deren Verdiinnungen in RotiBlock (1:10 in 1x PBS).

zu detektierendes Primarantikéroer Hersteller Sekundérantikdrper
Protein P HRP-konjugiert
: rabbit anti-human donkey anti-rabbit
a-Tubulin 1:500 Abcam Inc. 1-1000
sheep anti-human . : donkey anti-sheep
GLUT-1 1:50 US Biological Inc. 1:1000
MCT-1 rabbit anti-human Santa Cruz Bio- donkey anti-rabbit
1:50 technology 1:1000
MCT-4 rabbit anti-human Santa Cruz Bio- donkey anti-rabbit
1:100 technology 1:1000
CA-IX goat anti-human Santa Cruz Bio- rabbit anti-goat
1:50 technology 1:1000
mouse anti-human donkey anti-mouse
PDH-E13 1-100 Abcam Inc. 1-1000
rabbit anti-human donkey anti-rabbit
COX-IVvV 1:50 Abcam Inc. 1-1000
mouse anti-human donkey anti-mouse
HK-II 1:50 Abcam Inc. 1:1000
PK-M2 rabbit anti-human Cell Signaling donkey anti-rabbit
1:50 Technology, Inc. 1:1000
sheep anti-human donkey anti-sheep
LDH-A 1-100 Abcam Inc. 1-1000

2.3.2 LDH-Enzymaktivitatstest

Neben der Proteinexpression beeinflusst die Proteinaktivitdit den Substratumsatz eines
Enzyms. Das hier verwendete ,Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit“ der Firma
BioVision Inc. quantifiziert auf Grundlage einer Farbreaktion mit anschliel3ender photo-
metrischer Auswertung die LDH-Enzymaktivitat. Hierbei bedient sich der Hersteller fol-

gender durch LDH katalysierten Reaktion (b).

LDH
(b) Laktat + NAD" «<—— Pyruvat + NADH
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Das Kit unterscheidet nicht zwischen verschiedenen Isoenzymen der LDH, sondern misst
den Substratumsatz aller Isoformen. Zu Versuchsbeginn wurden 10° Zellen lysiert und die
von LDH innerhalb von 30 min umgesetzte Substratmenge anhand der Extinktion bei
450 nm mit Hilfe der Geradengleichung der mitgefiihrten NADH-Standards errechnet.

Entsprechend der Formel (1) resultierte die LDH-Enzymaktivitat in mu/ml.

NADH
0] * GV = Enzymaktivitat in mu/ml
(Tz — T]_) X ZU

Dabei entspricht NADH der errechneten Menge des zwischen den Zeitpunkten T, und T,
gebildeten Koenzyms in nmol, Zy der eingesetzten Menge des lysierten Zelliberstandes

in ml und GV der Gesamtverdiinnung der Probe.

2.4 Metabolische Analysen

2.4.1 Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3

Der Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 (Seahorse Bioscience) ist eine nicht
zellschadigende, nicht invasive Methode zur simultanen und repetitiven Bestimmung der
Sauerstoffverbrauchsrate (Oxygen Consumption Rate; OCR), der Azidifizierungsrate
(Extracellular Acidification Rate; ECAR) und der Kohlenstoffdioxidproduktionsrate (Carbon
dioxide Evolution Rate; CDER) im Medieniberstand adhérent wachsender Zellen.

Das Messprinzip beruht auf analyt-spezifischen Fluorophoren, deren Fluoreszenzsignal
durch die Anwesenheit des entsprechenden Analyts verringert wird. Eine Abnahme des
Analyts O, lasst Rickschliisse auf das Ausmal? der Reduktion von O, zu H,O im Rahmen
der oxidativen Phosphorylierung zu. Der Anstieg des H*-Gehalts in der Messkammer ist
ein Indikator fir die glykolytische Aktivitat der Zellen und wird hauptsachlich durch die
Dissoziation des Glykolyseprodukts Milchsaure zu Laktat und H* verursacht. Eine gestei-
gerte Bildung von CO, deutet ebenfalls auf eine gesteigerte Atmungskettenphosphorylie-
rung hin. Aus der Analyse dieser drei Paramater (O, H*, CO,) innerhalb eines Versuchs-
zeitraums von mehreren Stunden ist es somit maglich, Riickschliisse auf den bevorzugten

Stoffwechselweg einer Zelllinie zu ziehen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematischer Zellstoffwechsel und Analyte des Seahorse Extracellular Flux
Analyzers XF 24/3

Dargestellt ist der schematische Energiestoffwechsel einer Zelle. Blau abgebildet ist der im Medi-
um geldste O,, dessen Verbrauch im Zuge der oxidativen Phosphorylierung durch den Seahorse
Analyzer XF 24/3 gemessen und in Form der OCR ausgegeben wird. Rot markiert ist das im
Symport mit dem glykolytischen Endprodukt Laktat aus der Zelle transportierte H*, das zu einer
vom Seahorse Analyzer XF 24/3 detektierten Anderung des pH-Werts im extrazellularen Medium
fuhrt (ECAR). Im Medium geldstes CO,, das u.a. im Zuge der oxidativen Phosphorylierung anfallt,
ist grin dargestellt. CO, wird nicht direkt, sondern Uber ein komplexes Messprinzip bestimmt
(Abbildung 6) und als CDER vom Gerét ausgegeben. Modifiziert nach Seahorse Bioscience.

Der Versuchsaufbau basiert auf einem Zelltragersystem, der Zellkulturplatte XF24 V7PS
(Seahorse Bioscience), sowie der XF Sensorenplatte (Seahorse Bioscience). Die Zellkul-
turplatte besitzt 24 konisch zulaufende Wells mit einer Wachstumsflache von jeweils
34 mm®. Die Sensorenplatte ist mit analyt-spezifischen, fluoreszierenden Biosensoren
bestlickt, deren Fluoreszenzsignale durch ein optisches Fiberglas-Lichtwellenleitersystem
an einen Photodetektor weitergeleitet und computergestitzt ausgewertet werden
(Abbildung 4).

Zu Beginn jeder Messung wird der Abstand zwischen Zellkultur- und Sensorenplatte
verkleinert, so dass eine 7 pl groRe Messkammer entsteht. Innerhalb dieser Kammer
konnen metabolisch bedingte Konzentrationsanderungen der Analyte (O,, H* und COy,)

innerhalb weniger Minuten detektiert werden.
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Abbildung 4: Schematisiertes Messprinzip des Seahorse Extracellular Flux Analyzers XF
24/3

Dargestellt ist die Sensorenplatte (griin), die Gber der Zellkulturplatte (grau) positioniert wird. In
jedem Well der Zellkulturplatte befinden sich Zellen und Medium mit darin geléstem O, und H". Die
Konzentration an geléstem O, und H* wird durch analyt-spezifische Fluoreszenz-Sensoren detek-
tiert und in ein Lichtsignal umgewandelt. Das von den Fluorophoren ausgehende Licht kann mittels
eines Fiberglas-Lichtwellenleitersystems zum Detektor Ubertragen und computergestiitzt ausge-
wertet werden. Modifiziert nach Seahorse Bioscience.

Der Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 bietet neben der Eigenschaft, basale
Stoffwechselraten zu messen, die Mdoglichkeit, vier Substanzen pro Well an definierten
Zeitpunkten zu injizieren und somit kinstlich die Glykolyse oder die oxidative
Phosphyorylierung zu steigern oder zu hemmen. Weitere methodische Details finden sich
bei Fabian et al. (2012), Ferrick et al. (2008) und Wu et al. (2007).

2.4.1.1 Simultane Messungen von H" und O,

Zwei Tage vor Versuchsdurchfihrung erfolgte die Aussaat von 25.000 Zellen/Well in eine
spezielle Zellkulturplatte XF24 V7PS (Seahorse Bioscience) in 100 pl Medium pro Well.
Die Inkubation fand bei 37 °C und 5% CO, statt. Die Sensorenplatte (Seahorse
Bioscience) wurde 24 h vor Versuchsbeginn mit XF24 Calibrant Solution pH 7,4 (Sea-
horse Bioscience) hydriert und bei 37 °C ohne CO,-Begasung inkubiert.

Der Austausch des Vollmediums gegen ein ungepuffertes Minimalmedium (D5030;
Sigma-Aldrich GmbH), pH 7,4 versetzt mit 1 g/l Glukose, erfolgte 1 h vor Versuchsbeginn.
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AnschlieRend wurde die Zellkulturplatte eine weitere Stunde bei 37 °C ohne
CO,-Begasung inkubiert. Nach dem Transfer der Zellkultur- und der Sensorenplatte in den
Seahorse Analyzer XF 24/3 fihrte dieser selbststandig eine Kalibrierung der Biosensoren
durch, um deren Funktion zu gewéhrleisten. Eine anschlieRende Aquilibrierungsphase
von 10 min diente der Reduktion von Temperaturschwankungen innerhalb des Systems.
Abschlie3end setzte das Gerat die Sensoren- und Zellkulturplatte zusammen und begann
mit den Messzyklen. Vor jedem Messzyklus (2 min) wurde ein Misch- (5 min) und Warte-
vorgang (1 min) durchgefiihrt. Diese Schritte wiederholten sich automatisch tber einen
Messzeitraum von circa 3 h. Pro Well detektierten zwei unabhéngige Fluorophore den
O,-Partialdruck und den pH-Wert im Medientiberstand adhéarenter Zellen.

OCR wurde aus der Steigung der Kurve O,-Partialdruck (mmHg) aufgetragen gegen die
Zeit (min) berechnet und in pmol/min angegeben. ECAR ergab sich aus der Steigung der

pH-Kurve gegen die Zeit und wurde in mpH/min definiert (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Berechnung von OCR und ECAR mittels Seahorse Extracellular Flux Analyzer
XF 24/3

Dargestellt ist ein Messzyklus eines Wells des Seahorse Analyzers XF 24/3. OCR in pmol/min
(blaue Gerade) wurde berechnet aus der Steigung der Kurve O,-Partialdruck (mmHg) aufgetragen
gegen die Zeit (min). ECAR in mpH/min (rote Gerade) ergab sich aus Steigung der pH-Kurve
gegen die Zeit. Modifiziert nach Seahorse Bioscience.

Zu definierten Zeitpunkten wurden entsprechend der Fragestellung verschiedene Stoff-
wechselinhibitoren (OXA, 2DG und ROT) in steigenden Konzentrationen in die Medien-
Uberstande injiziert. Die maximalen Endkonzentrationen pro Well betrugen 60 mM fir
OXA, 40 mM fir 2DG und 5 pM fir ROT.
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2.4.1.2 Detektion von CO,

Im Gegensatz zu O, und H* kann der Analyt CO; nicht direkt detektiert werden. Nachdem
ein Molekil CO, die semipermeable Membran des Fluorophors durchdringt, reagiert es
mit dem darin gebundenen Wasser zu H,COs3, das zu HCO3 und H" dissoziiert (Abbildung
6). Die so gebildeten H" filhren zu einer Reduktion des pH-Wertes innerhalb der Membran
und des vom Fluorophor ausgehenden Signals. CO, ist somit ein transientes Molekil,
dessen Konzentration sich abhangig vom pH-Wert und der Bicarbonatkonzentration ver-
schiebt.

CO,
CO; CcO, co,
Medium
~» CO, + H,O0 —> H,CO; (Kohlenséaure)
CO,
Phe
CO,
i +
(Bicarbonat) HCO3 + H A Fluoreszenz
Sensor-Hiulle 1/
A pH co,
CcoO
€O Gy 2 Medium

Abbildung 6: CO,-Messprinzip des Seahorse Extracellular Flux Analyzers XF 24/3

Gezeigt ist der schematische Aufbau eines CO,-Sensors des Seahorse XF 24/3 Analyzers. Die
exklusiv fir CO, permeable Sensor-Hulle (griin) ist mit Wasser gefilllt, was zum Ablauf einer
Bicarbonatreaktion innerhalb der Hullle fihrt. Die hierbei gebildeten H* verandern den pH-Wert und
reduzieren das vom Fluorophor ausgehende Fluoreszenzsignal.

Hieraus ergaben sich einige notwendige Anpassungen: Im Vergleich zur O, und H* Detek-
tion erfolgte die Bestimmung der CO,-Konzentration in einem gepufferten Medium pH 6,8
(D5030; Sigma-Aldrich GmbH), versetzt mit 1 g/l Glukose. Das gepufferte System und der
niedrige pH-Wert waren notwendig, um eine mdglichst hohe und konstante Laslichkeit fur
CO; im Medium zu erzielen. Aufgrund dessen waren keine simultanen ECAR- und CDER-
Messungen moglich. Des Weiteren mussten die Misch- (4 min) und Messvorgéange
(3 min) angepasst werden. CDER wurde in Units angegeben und entsprach somit der
Steigung der pH-Kurve gegen die Zeit. Hierbei war zu beachten, dass sich die auf der
CDER begruindete Anderung des pH-Wertes ausschlieRlich auf H* der Bicarbonatreaktion
bezog.

Unabhangig vom detektierten Analyt wurde die Zellkultur- und Sensorplatte nach Ablauf
des Versuchs aus dem Analyzer gefahren. Die Sensorenplatte wurde verworfen und die
Zellkulturplatte mit zweimal 200 pl 1x PBS pH 7,4 gewaschen, der Puffer abgeklopft und

die Zellen fur 40 min bei 50 °C auf einer Heizplatte hitzefixiert. AbschlieRend konnte die
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Zellkulturplatte bis zur Durchfiihrung der Normalisierung mit Janusgriin-B bei -20 °C gela-

gert werden.

2.4.1.3 Normalisierung mit Janusgriin-B

Janusgrin-B ist ein Vitalfarbstoff aus der Gruppe der Azofarbstoffe. Ziel der Janusgriin-B-
Farbung war eine Normalisierung aller Reaktionskammern, um mdgliche Wachstumsun-
terschiede innerhalb einer Platte und zwischen verschiedenen Zelllinien auszugleichen
(Raspotnig et al., 1999).

Hierzu wurde die bei -20 °C gelagerte Zellkulturplatte XF24 V7PS fir 15 min auf der 50 °C
warmen Heizplatte getrocknet und anschlielend mit 200 pl 1x PBS pro Well gewaschen.
Nach sorgféltigem Ausklopfen wurde in jede Reaktionskammer 100 pl 1x PBS pipettiert
und der Leerwert (E1) mittels eines Mikroplatten-Lesegerdts (DTX 880 Multimode
Detector) bei 595 nm gemessen. Nach erneutem Abklopfen folgte eine 10-minttige Inku-
bation von 100 pl Janusgrunlésung pro Well (0,3 g/l Janusgrin-B geldst in Aqua dest.;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) auf dem Orbitalschwenker. Die darauf folgenden Wasch-
schritte mit 200 pl 1x PBS wurden so lange durchgefihrt, bis alle Spuren des ungebunde-
nen Farbstoffes entfernt waren. Die anschlie3ende Elution des Farbstoffes aus den Zellen
erfolgte durch die Zugabe von 100 pl 0,5 N Salzsédure pro Well auf dem Schuttler (IKA
Vibrax VXR; IKA GmbH & Co. KG) fir 10 min. Der so ausgewaschene Farbstoff konnte
bei 595 nm detektiert (E2) werden. Die Differenz AE= E2-E1 war proportional zur Anzahl
der auf der Platte vorhandenen Zellen. Die Extinktionsdifferenzen AE konnten nun mit den
metabolischen Umsatzraten des Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 verrechnet

werden.

2.4.2 SUPER GL2-Analysator (Glukose- und Laktatbestimmung)

Der SUPER GL2-Analysator (Dr. Muller Geratebau GmbH) ist ein Gerét fur biochemische
Analysen in der in vitro-Diagnostik. Der Analysator wurde zur enzymatisch ampero-
metrischen Bestimmung von Glukose und Laktat in humanem Probenmaterial konzipiert.
Dabei durchlauft die Probe in Form eines Flissigkeitsstroms einen Biosensor mit inte-
grierten Platinelektroden, die durch semipermeable Membranen vom Analytenstrom ge-
trennt sind. Auf diesen Sperrschichten befinden sich die immobilisierten Enzyme Glukose-
oxidase bzw. Laktatoxidase, die Glukose bzw. Laktat in Anwesenheit von H,O und O, zu
Glukonsaure (Reaktion c) bzw. Pyruvat (Reaktion d) oxidieren und O, zu H,O, reduzieren.
Das gebildete H,O, diffundiert anschlielend zur Anode, wo es oxidiert wird

(Reaktion e). Der dabei flieBende elektrische Strom wird gemessen und ist proportional
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zur Glukose- bzw. Laktatkonzentration in der Probe. Den enzymatisch amperometrischen

Messungen liegen folgende chemische Reaktionen (c) bis (e) zu Grunde:

Glukoseoxidase
(c) Glukose + H,O + O, » Glukonsaure + H,0O,

Laktatoxidase
(d) Laktat + H,O + O, > Pyruvat + H,0,

Anode
(e) H,O, ————» O, + 2H" + 2¢

Um korrekte Messergebnisse zu gewahrleisten, fihrt das Gerat vor jeder Messung eine
automatische Kalibrierung durch. Die Messdaten werden in mM Glukose bzw. mM Laktat
ausgegeben. Um sicherzustellen, dass der Analysator auch entgegen seiner urspringli-
chen Konzeption, dem klinischen Einsatz, unphysiologisch hohe Glukose- und
Laktatkonzentrationen detektieren kann, erfolgte die Messung von Metabolitstandards bis
25 mM Glukose und 10 mM Laktat gel6st in Zellkulturmedium (Abbildung 7).

30
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Abbildung 7: Glukose- und Laktatstandards gemessen mit dem SUPER GL2-Analysator
Gezeigt sind die Glukose- und Laktatstandards (mM) in Abhangigkeit von den vom Analysator
detektierten Messwerten (mM). Durch die Messpunkte wurden Regressionsgeraden gelegt und die
Korrelationskoeffizienten (R2) errechnet.

Die in Abbildung 7 dargestellten Kurven zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen
den eingesetzten Metabolitstandards und den mittels SUPER GL2-Analysator ermittelten

Messwerten auch unter unphysiologisch hohen Metabolitkonzentrationen.
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Die Bestimmung der Glukose- und Laktatkonzentration in Medieniberstidnden der adha-
rent wachsenden Tumorzellen fand zwei Tage nach deren Aussaat (OC316, IGROV-1
und SAS 1,5*10" Zellen/cm? FaDu 2,5*10* Zellen/cm?) in 6-Well Platten mit einer Wachs-
tumsflache von 9,6 cm? pro Well statt. Die Anfangszellzahlen wurden so gewéhlt, dass die
Platten am Ende des Versuchs 90 % Konfluenz nicht tberschritten. Die erste Probeent-
nahme nach zwei Tagen erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 70 % und definierte den
Zeitpunkt 0 h. lhr ging ein Medienwechsel voraus, bei dem das alte Medium vollstandig
entfernt und durch 1,5 ml frisches Medium ersetzt wurde. Weitere Probenentnahmen
fanden zur Messung der basalen Stoffwechseleigenschaften alle 2 h, bei zusatzlicher
Beeinflussung durch einen Stoffwechselinhibitor (20 mM 2DG bzw. 60 mM OXA) stiindlich
statt. Dazu wurden jeweils 100 pl des Medieniiberstandes abgenommen und die Zellzahl
mittels des Zellzahlgerdts CASY® 1TT bestimmt. Die Bestimmung der Zellzahl in Verbin-
dung mit der Messung der Laktat- und Glukosekonzentration im Medium ermdglichte die
Angabe der Metabolitmenge in pmol/Zelle. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von
2DG und Glukose war nach Zugabe von 2DG keine Bestimmung der Glukose-
konzentration mehr mdéglich. Unter Berlcksichtigung verschiedener Medien und Zusétze

wurden die entsprechenden Leerwerte von den jeweiligen Messwerten subtrahiert.

2.4.3 Luminometrische ATP-Bestimmung

Durch die Quantifizierung des ATP-Gehalts von Zellen kdnnen Ruckschlisse auf deren
metabolische Aktivitdt und die Viabilitit gezogen werden.

Der intrazellulare ATP-Gehalt wurde mit Hilfe des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay (Promega Corporation) gemessen. Hierzu wurden 120.000 Zellen pro Ansatz in ein
Reaktionsgefal} Gberfuhrt und entsprechend (Tabelle 8) optional mit Stoffwechselmanipu-
latoren behandelt oder als Kontrollzellen unbehandelt mitgefiihrt. Nach einer Inkubations-
zeit von 2 h wurden jeweils 3.000 Zellen/Well in eine weil3e Multiwellplatte (Greiner Bio-
One GmbH) pipettiert. ATP-Standards zur Quantifizierung der Messdaten wurden auf
jeder Platte mitgefuhrt. Weitere Schritte erfolgten nach Anleitung des Herstellers. Das von
einer ATP-induzierten Lumineszenzreaktion ausgehende Licht (Reaktion f) wurde mit Hilfe

eines Mikroplatten-Lesegerats (DTX 880 Multimode Detector) detektiert.

Luziferase
(f) Luziferin + ATP + O, 3 » Oxyluziferin + AMP+PP; + CO,; + Licht
Mg~

Zum Vergleich des relativen ATP-Gehalts innerhalb einer Tumorentitat wurden die Zellli-
nien OC316 und SAS als 100 % definiert.
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2.5 Beurteilung des Redoxstatus

2.5.1 DHE-Farbung zum Nachweis von Oy -Anionen

Dihydroethidium (DHE) ist eine Substanz, die durch Oxidation mittels ROS, hierbei insbe-
sondere durch Oy, ihre chemische Struktur &ndert. Das dabei entstehende Ethidium
besitzt DNA-interkalierende und fluoreszierende Eigenschaften, die mittels Immunfluores-
zenzmikroskopie visualisier- und quantifizierbar sind (D'Agostino et al., 2007).

Die untersuchten Tumorzelllinien wurden in definierte Zellzahlen (OC316, IGROV-1, SAS
1,5*10 Zellen/cm® und FaDu 2,5*10* Zellen/cm®) auf Glasobjekttrager (Menzel-Glaser
GmbH) ausgesat und drei Tage bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Zur Bestimmung des
basalen O,-Status wurden die Objekttrager direkt aus dem Medium in eine Glaskivette
mit 1x PBS Uberfuhrt, um etwaige Medienreste zu entfernen, und fir 10 min in 5 uM DHE,
geldst in -20 °C kaltem Methanol, inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Glasob-
jekttrager mit Immunoselect Antifading Mounting Medium DAPI (Dianova GmbH) einge-
deckt, 24 h bei 2 °C getrocknet und abschlieRend versiegelt.

Um einen Zusammenhang exogener Noxen und dem intrazelluldaren O, -Status in vitro zu
untersuchen, erfolgten zusatzlich zu den basalen Versuchsreihen Experimente, bei denen
der Farbung eine zweistuindige Inkubation mit Stoffwechselinhibitoren (1 mM 2DG + 5 nM
ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT) oder 0-8 min UV-Bestrahlung vorangingen.

Zur Visualisierung des durch O, -Radikale entstandenen Ethidiums wurde dessen fluores-
zierende Eigenschaft unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops (BZ8000-K;
Keyence GmbH) sowie den Polarisationsfiltern OP-66832 BZ DAPI-BP und OP-66383 BZ
TexasRed (Keyence GmbH) genutzt. Die Belichtungszeiten wurden an den mitgefiihrten
Negativkontrollen (Inkubation in 100 % Methanol) ausgerichtet.

Das vom Ethidium ausgehende rote Fluoreszenzsignal (DHE-Signal) konnte mittels
ImageJ 1.44 unter Verwendung des Plugins ,Measure RGB* (Autor: Wayne Rasband;
Version 1) ausgewertet werden. Dabei bestimmte das verwendete Plugin u.a. die Anzahl
und die Intensitat aller roten Pixel und berechnete daraus das mittlere Intensitatssignal
(Rotwert R). Um die Zellkernflache zu bestimmen, konnte das vom Eindeckmittel DAPI
(4*,6-Diamidino-2-phenylindol) ausgehende blaue Fluoreszenzsignal genutzt werden.
Hierzu wurde der blaue Farbkanal in ein bindres Foto umgewandelt und die Anzahl der
schwarzen Pixel mit Hilfe des ImageJ Plugins ,Live Histogram® (Autor: Wayne Rasband,
modifiziert von Bob Dougherty; Version 8.6) gezahlt und als Zellkernflache definiert
(Schwarzwert S). Des Weiteren diente das binare DAPI-Foto als Schablone fiir das DNA—
interkalierende und rot fluoreszierende Ethidium und stellte somit sicher, dass das aus-
gewertete Signal auf den Nukleus limitiert ist. AbschlieRend wurde ein Quotient (R/S) aus
der mittleren intranuklearen Intensitéat des roten Farbkanals und der binarisierten Zellkern-

flache, basierend auf den DAPI gefarbten Arealen, gebildet (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Computergestiitzte Quantifizierung der DHE-Farbung

Gezeigt ist die computergestiitzte Quantifizierung der DHE-Farbung. Fir jede DHE-Farbung wurde
parallel eine DAPI-Farbung auf selbiger Probe mitgefiihrt. Das DAPI-Signal wurde zunéchst
binarisiert und anschlieend die Anzahl schwarzer Pixel durch das ImageJ Plugin ,Live Histogram*
bestimmt (Schwarzwert S). Des Weiteren wurde das bindre DAPI-Foto als Schablone lber das
DHE-Signal gelegt und somit das DHE-Signal auf den Nukleus begrenzt. Die Analyse des DHE-
Signals erfolgte durch die Detektion der Anzahl und der Intensitat der rot fluoreszierenden Pixel pro
Bild mittels des Plugins ,Measure RGB" (Rotwert R). AbschlieRend wurde ein Quotient gebildet
(R/S), um das mittlere intranukledre DHE-Signal auf die Zellkernflache pro Bild zu beziehen.

2.5.2 Photometrische Bestimmung der SOD-Aktivitat

Die SOD dient der Reduktion von ROS. Diese fir einen Organismus schadliche Form des
O, entsteht beispielsweise im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung an Atmungsket-
tenkomplexen sowie durch oxidativen Stress ausgeldst durch exogene Noxen (Strahlung,
Chemikalien). ROS fuhren zu Lipidperoxidationen, Proteinoxidationen und Schadigungen
der DNA. SOD katalysiert die Umwandlung des Radikals O, zu O, und H,0,, siehe Reak-

tion (g):

SOD
(9) 20, + 2H' ——— H,0, + O,

Neben der SOD-Expression ist die SOD-Aktivitt ein entscheidender Parameter fir die
Gewadhrleistung seiner antioxidativen Funktion. Das in dieser Arbeit verwendete ,Supero-
xid Dismutase (SOD) Activity Assay Kit* der Firma BioVision Inc. bestimmt die SOD-
Aktivitat jedoch nicht direkt, sondern durch Tetrazoliumchlorid (Abbildung 9).

Tetrazoliumchlorid wird bei Anwesenheit von O, -Anionen von einem farblosen wasserlos-
lichen Zustand zum wasserunldslichen roten Formazan reduziert. Formazan kann photo-
metrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm detektiert werden (DTX 880 Multimode
Detector). Zur Generierung von O, wird das Enzym Xanthinoxidase (XO) eingesetzt.
Dieses physiologisch in der Niere und Leber vorkommende Metalloenzym bewirkt in

Anwesenheit von H,O und O, die Umwandlung von Xanthin zu Harnséure unter
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zusatzlicher Bildung von H* und O;. Letzteres ist Substrat der zuvor beschriebenen
Formazan-Reaktion sowie dem durch SOD katalysierten Abbau von O,". Die Bildung des
roten Farbstoffs Formazan wird somit durch den Abbau von O, durch das Enzym SOD
gemindert (Abbildung 9).

Xanthin

H,0 \/- 20, Formazan
X0
Harnsdure {_/\} 20: Tetrazolium-
2H' £ chlorid
|
SOD
!
H,0,+ 0,

Abbildung 9: Schematische Darstellung der chemischen Zusammenhange des SOD-
Aktivitatstests

Die photometrisch nachweisbare Umsetzung eines O, -Anions und Tetrazoliumchlorid zu O, und
Formazan bildet einen chemischen Kreislauf mit der Xanthinoxidase-Reaktion (XO). Der rote
Formazan-Farbstoff wird durch die SOD aufgrund der Nutzung derselben Substratquelle (2 Oy)
gemindert gebildet.

Zur Bestimmung der SOD-Aktivitdt wurden die verwendeten Tumorzelllinien nach drei
Tagen Inkubation von der Wachstumsflache der Zellkulturflaschen abgelést und nach
einem Zentrifugationsschritt, 270 g fir 5 min, mit 3 ml kaltem 1x PBS resuspendiert. Dar-
auf folgten die Zellzahlbestimmung sowie das Uberfiihren von 10° Zellen in geeignete
Reaktionsgefalle. Nach erneutem Zentrifugieren, 270 g fur 5 min, erfolgte die Zelllyse.
Diese wurde jedoch nicht entsprechend den Herstellerangaben, sondern unter Verwen-
dung von 200 pl kaltem RIPA (Radio Immunoprecipitation Assay) Lysepuffer durchgefiihrt.
Der Grund hierfir lag in der bewussten Vermeidung stark toxischer und kanzerogener
Chemikalien. RIPA-Lysepuffer ermdglichte einen effizienten Aufschluss der Zellen, ohne
die Proteine abzubauen oder in ihrer Aktivitdt zu beeinflussen. Das in Reaktionsgeféalie
uberfiihrte Zelllysat wurde nun bei 4 °C fiir 10 min bei 14.000 g zentrifugiert, der Uber-
stand fir die weitere Durchfiihrung der Aktivitdtsuntersuchung aufbewahrt und die abge-
setzten Zelltrimmer verworfen. Die Aktivitdtstests erfolgten in einer Multiwellplatte (Grei-
ner Bio-One GmbH), die entsprechend dem Pipettierschema des Herstellers beladen
wurde. Nach erfolgter Zugabe der XO inkubierten die Platten fir 20 min bei 37 °C, um
anschliel3end die Extinktionen bei einer Wellenl&ange von 450 nm zu bestimmen (DTX 880

Multimode Detector).
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Die Berechnung der prozentualen Inhibitionsrate, die mit der SOD-Aktivitéat gleichgesetzt
ist, erfolgte anhand der Mittelwerte der Dreifachbestimmungen entsprechend dem Her-

stellerprotokoll.

2.6 Klonogenes Uberleben und Radiosensibilitat

2.6.1 Gamma- und UV-Bestrahlung

Gammastrahlung wirkt auf unterschiedliche Weise auf biologische Systeme. Erfolgt die
Energieabsorption und die Auslosung der biologischen Wirkung innerhalb des Zielmole-
kuls, wird von einer direkten Wirkung gesprochen. Bei der indirekten Wirkung erfolgt die
Energieabsorption und Auslésung der biologischen Wirkung in unterschiedlichen Molekii-
len. Hierbei entstehen Radikale, die durch Radikalkettenreaktionen zu einer sekundaren
Schadigung des biologischen Zielmolekils fuhren (Cook et al., 2004). Die gravierendste
Wirkung von Gammastrahlung auf Zellen sind DNA L&sionen, die falsch oder nicht repa-
riert zu Mutationen und letzten Endes zum klonogenen Zelltod fihren (Thoms und
Bristow, 2010).

Die Bestrahlung der Proben erfolgte in Raumlichkeiten des Instituts fiir Toxikologie der
Universitatsmedizin Mainz, die sich circa 30 Fahrminuten aul3erhalb der eigenen Labora-
torien befanden. Fir die Gammabestrahlung wurde das Gerat Gammacell 2000 (Molsgard
medical) mit einer Leistung von 3,24 Gy/min verwendet. Die Proben wurden mit Energie-
dosen von 0, 2, 4 oder 8 Gy bestrahlt. Als Strahlenquelle diente das synthetisch herge-
stellte Radioisotop **'Cs (Caesium) mit einer Halbwertszeit von 30,17 Jahren. Hierbei
zerfiel Caesium in das stabile Barium-Isotop **’Ba, wobei Gammastrahlung freigesetzt
wurde. **Cs ist eine klinisch relevante Gammastrahlenquelle, die in der Strahlentherapie
von Tumorerkrankungen eingesetzt wird.

Die ultraviolette Strahlung wird anhand ihrer Wellenlange in drei Stufen eingeteilt: UV-A,
UV-B und UV-C. Das langwellige Ende der fir den Menschen unsichtbaren elektromagne-
tischen UV-Strahlung bildet UV-A mit Wellenlangen zwischen 380-315 nm.

Die relativ hohe Wellenlange von UV-A Strahlung im Vergleich zu UV-B und UV-C ermdg-
licht eine wesentlich hdhere Eindringtiefe in biologische Systeme. Hierdurch kann UV-A
zu strukturellen Veranderungen in unteren Zellschichten fiihren und wird auf Grund des-
sen z. B. mit einer beschleunigten Hautalterung assoziiert. Die mutagene und karzinoge-
ne Wirkung von UV-A Strahlung basiert wesentlich auf indirekten, durch Radikale verur-

sachten Schadigungen des Erbgutes (Nishigori et al., 2004).
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Die UV-A Bestrahlung erfolgte mittels des Bio Vision 3026 (Vilber Lourmat Deutschland
GmbH) bei einer Leistung von sechsmal 8 W und einer Wellenlange von 312 nm. Die mit
Zellen bewachsenen Objekttrager wurden hierzu in quadriPERMs® (Sarstedt AG & Co.)
Uber den UV-A-Rdhren positioniert und 0-8 min bestrahlt.

Versuche mit UV-A-Strahlung wurden durchgefiihrt, um kurzfristige Ver&nderungen an
Zellen nach deren Manipulation durch Strahlung zu erforschen. Die Nutzung der Gamma-
strahlenquelle war aufgrund der Transportzeit von mindestens 30 min fiir Fragestellungen

hinsichtlich der direkten Strahlenantwort von Zellen nicht praktikabel.

2.6.2 Klonogenitatstest

Exogene Noxen wie Strahlung oder Chemotherapeutika sind vor allem gegen die unbe-
grenzte Proliferationsféahigkeit klonogener Tumorzellen gerichtet. Die Effizienz eines sol-
chen anti-klonogenen Ansatzes kann mit Klonogenitétstests (Plating Efficiency, PE) quan-
titativ erfasst werden.

Zur Durchfuhrung eines Klonogenitatstests wurden die Zellen abgel6st und in definierten
Konzentrationen in verschlieRbare 50 ml ReaktionsgefalRe tberfihrt (Abbildung 10). Das
Gesamtvolumen pro Reaktionsgefal? betrug 4 ml inklusive optional zugesetzter Stoff-
wechselmanipulatoren. Nach einstindiger Inkubation, die primér durch den Transportweg
zur Strahlenquelle bedingt war, wurden die Zellsuspensionen mit 0-8 Gy bestrahlt. Eine
Stunde nach Bestrahlung wurden die Proben in Vierfachbestimmung und in definierten
Zellzahlen, abhangig von der verwendeten Zelllinie und Strahlendosis, in 21 cm? groRen
Zellkulturschalen ausgesat und sieben bis elf Tage in 4 ml Medium bei 37 °C und 5%
CO; inkubiert (Abbildung 10 und Tabelle 5).

Tabelle 5: Ausgesate Zellzahlen und Inkubationszeiten fiir Klonogenitatstests
Die Tabelle zeigt die fur die Klonogenitatstests ausgesaten Zellzahlen, angepasst an die Gamma-
strahlendosis und die entsprechende Zelllinie sowie die Inkubationszeiten nach Bestrahlung.

Zelllinie Ausgeséte Zellzahl (Zellen/cm?) Inkubations-
0 Gy 2 Gy 4 Gy 8 Gy zeit (Tage)
OC316 50 100 200 3000 7
IGROV-1 50 100 200 800 7
SAS 100 200 400 2000 8
FaDu 100 200 400 3000 11

Ziel war es, Kolonien mit mindestens 2° Zellen zu erreichen, was sechs Zellteilungen oder
mehr entsprach. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt

(Intergra Vacusafe; Intergra Biosciences GmbH) und die Zellkulturschalen mit 2 ml
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0,3%igem Methylenblau gefiillt. Nach 30 min konnte der Farbstoff entfernt und die Scha-
len mehrmals mit 4 ml Wasser gewaschen werden. AnschlieRend wurden die Zellkultur-
schalen eingescannt und mit Hilfe der Programme Photoshop CS3 (Adobe Co.),
ImageJ 1.44 und Excel (Microsoft) Kolonien > 60 Zellen computergestitzt ausgezéhlt. Der

Versuchsablauf ist chronologisch in Form einer Zeitabfolge in Abbildung 10 dargestellt:

Optionale Zugabe Aussaatder Zellen
von Manipulatoren ‘ y-Bestrahlung ‘ in Normalmedium
| | | 7-11Tage
I | on | 1h | 2h T >
Abldsen der Transport zur | Ricktransport ‘ Anféarben und
Zellen Strahlenquelle Auszahlen der
Kolonien

Abbildung 10: Zeitabfolge eines Klonogenitatstests

Nach dem Abloésen der Zellen wurden diese in verschlieBbare ReaktionsgefaRe tUberfihrt und
optional mit Stoffwechselmanipulatoren versetzt (Zeitpunkt 0 h). Darauf folgte der Transport zur
Strahlenquelle und die Gammabestrahlung (Zeitpunkt 1 h). Eine Stunde nach Gammabestrahlung
wurde mit der Aussaat der Zellen in Normalmedium begonnen (Zeitpunkt 2 h). Die Inkubationszeit
optionaler Manipulatoren betrug somit exakt 2 h. Das Anférben und Auszahlen der Kolonien erfolg-
te nach sieben bis elf Tagen entsprechend der jeweiligen Zelllinie (Tabelle 5).

Das klonogene Uberleben (Plating Efficiency, PE) wurde entsprechend Formel (Il) be-

rechnet:

Anzahl Kolonien
(1) *100 = PE
Ze”zahl Einsaat

Zur Berechnung der klonogenen Uberlebensrate nach Behandlung (Surviving Fraction,

SF) wurde folgende Formel (Ill) verwendet:

PE behandelte Kolonien
(1) *100 = SF

PE unbehandelte Kolonien

2.6.3 yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung

Die DNA eukaryotischer Zellen ist in Nukleosomen organisiert. Der Nukleosomenkern ist
um ein sogenanntes Histon-Oktamer gewunden, das jeweils aus zwei Exemplaren der
Histone H2A, H2B, H3 sowie H4 besteht und wesentlich zur Kondensierung der DNA
beitragt. Das Histon H2AX ist eine Variante des Histons H2A, das sich durch einen um
14 Aminosauren verlangerten C-Terminus unterscheidet. Als Reaktion auf einen Doppel-

strangbruch (DSB) kommt es zu einer Phosphorylierung am C-terminalen Ende des
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Histons H2AX zu yH2AX an der nicht-essentiellen Aminoséure Serin 139. Verantwortlich
fur die Phosphorylierung sind Kinasen aus der Familie PI3 (Phosphoinositid-3). yH2AX ist
in der Wissenschaft als Nachweis fur DSBs etabliert (Kinner et al., 2008). Durch die Ver-
wendung eines spezifischen Erstantikorpers ist es maoglich, die Phosphorylierungsstelle
P-Serin 139 zu markieren und mit Hilfe eines Fluoreszenz-gekoppelten Zweitantikdrpers
zu visualisieren. Die Phosphorylierung erfolgt im Bereich von eins bis zwei Mega-
Basenpaaren um den Doppelstrangbruch und wird im Fluoreszenzmikroskop als soge-
nannter Focus sichtbar.

Die Immunfluoreszenzfarbung wurde invitro an den adhérent wachsenden Zelllinien
0OC316, IGROV-1, SAS und FaDu durchgeftihrt. Diese wurden mit einer Zellzahl von
0,5*10* Zellen/cm?® auf Glasobjekttrager (Menzel-Glaser GmbH) ausgeséat. Als Zellkultur-
gefalk erwiesen sich sogenannte quadriPERMs® (Sarstedt AG & Co.) als praktikabel, die
eine parallele, aber getrennte Inkubation von vier Objekttrdgern erméglichen. Jedes Kom-
partiment wurde mit 6 ml Medium gefillt und drei Tage bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Eine Stunde vor Bestrahlung wurden die Objekitrager in verschlieRbare 50 ml Reaktions-
gefalRe Uberfiihrt, die mit 30 ml Medium und entsprechend des Versuchs optional mit
Stoffwechselinhibitoren in definierten Konzentrationen (Tabelle 8) gefiillt wurden. Die
Gammabestrahlung der Objekttrager erfolgte mit den Dosen 0, 2, 4 und 8 Gy. Eine Stun-
de nach Bestrahlung wurden die Objekttrager aus den ReaktionsgefalRen entnommen und
gefarbt oder weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die verwendeten Stoffwech-
selmanipulatoren wirkten somit eine Stunde vor und eine Stunde nach Bestrahlung auf die
Zellen ein.

Zur Visualisierung der phosphorylierten Histon-Proteine yH2AX wurde eine Immunfluo-
reszenzfarbung durchgefihrt. Hierzu wurden die Objekttrager zweimal in 1x PBS gewa-
schen, um Medienreste abzuspiilen. Darauf folgte eine Unterteilung des Zellrasens in
zwei Kompartimente, die mit einem Fettstift (ImmEdge Pen, Vector Laboratories) einge-
rahmt wurden. Die Abtrennung separater Reaktionsflachen ermoglichte das Mitfihren
einer Negativkontrolle auf selbigem Objekttrdger. Nach erneutem Waschen in 1x PBS
wurden die Objekttrager 15 min in 2,25 % Paraformaldehyd (PFA; Carl Roth GmbH + CO.
KG) fixiert. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die beiden Reaktionsfla-
chen 10 min mit 100 pl 0,5%iger Triton X-100 L&ésung (Sigma-Aldrich GmbH) behandelt.
Es folgten erneut drei Waschschritte a 3 min in 1x PBS. Um unspezifische Antikdrper-
Bindungsstellen zu minimieren, erfolgte die Blockade dieser Strukturen durch eine
20-minttige Inkubation der Reaktionsflachen mit 100 pl 0,5 % bovine serum albumin
(BSA; AppliChem GmbH) in 1x PBS. Nach Abklopfen der Objekttrdger wurde die Halfte
der Reaktionskammern mit 100 pl Erstantikérper (Anti-phospho-histone H2AX Serl39,
mouse anti human; Millipore), 1:500 verdinnt in 0,5 % BSA, behandelt.
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Die als Negativkontrollen definierten Reaktionsbereiche wurden hingegen nur mit 100 pl
0,5 % BSA beladen. Nach Ablauf der einstiindigen Inkubationszeit war ein Waschschritt,
3 min in 1x PBS, erforderlich. Anschliel3end folgte eine 45-minitige Inkubation aller Reak-
tionskammern mit 100 pl des Fluoreszenz-gekoppelten Zweitantikérpers (donkey anti
mouse DyLight 488; Dianova GmbH), verdinnt 1:800 in 1x PBS. Um das Fluorophor nicht
zu beschadigen, mussten die weiteren Arbeitsschritte in abgedunkelten R&umen durchge-
fuhrt werden. Nachfolgend wurde der Objekttrager abgeklopft und dreimal 3 min in
1x PBS gewaschen. Mit Hilfe eines mit DAPI versetzten Eindeckmittels (Immunoselect
Antifading Mounting Medium DAPI; Dianova GmbH) wurde der Objekttréager abschliel3end
konserviert, 24 h bei 2 °C getrocknet und mit farblosem Nagellack versiegelt.

Die Visualisierung der yH2AX-Foci erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
(BZ8000-K; Keyence GmbH) jeweils 24 h nach Durchfihrung der Immunfluoreszenzfar-
bung bei 600facher VergrolRerung. Der Fluorophor-gekoppelte ZweitantikGrper sowie der
DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff DAPI emittierten Licht spezifischer Wellenlange
nach entsprechender Anregung. Zur Anregung und Detektion wurden die Polarisationsfil-
ter OP-66832 BZ DAPI-BP und OP-66836 BZ GFP-BP der Firma Keyence genutzt. Aus
deren Verwendung ergaben sich pro Aufnahme zwei separate Fotos, die spezifisch das
emittierte Licht der beiden Fluorophore abbildeten. In einem dritten Foto wurden die bei-
den Einzelfotos automatisch tbereinander gelagert (Abbildung 11).

Von jedem Objekttradger wurden elf Aufnahmen angefertigt. Die Aufnahme aus dem Be-
reich des Objekttragers, der ohne Erstantikdrper inkubiert wurde (Negativkontrolle), diente
hierbei der Kalibrierung der Belichtungszeit. Der restliche Teil des Objekttragers, behan-
delt mit Erst- und Zweitantikdrper, wurde in Form von zehn Aufnahmen aus verschiede-
nen Positionen visualisiert. AnschlieRend mussten Zellkerne entfernt werden, die nur
teilweise auf den Fotos abgebildet waren. Es folgten notwendige Formatierungsschritte,
um die yH2AX-Foci pro Zelle bzw. Zellkern computergestitzt auszuwerten (Abbildung 11).
Die Zielsetzung war hierbei die Reduktion der BildgroRe der urspriinglichen yH2AX-Fotos
sowie deren Umwandlung in Graustufen und in ein 16 bit Bildformat mittels Photoshop
CS3 (Adobe Co.). Das Auszéhlen der Foci erfolgte durch ImageJ 1.44 unter Verwendung
des Plugins ,FociPicker3D 3D and 2D particle counter” (Autor: Guanghua Du; 16.04.2010
erste Version). Grundlage des FociPickers ist, dass jeder Focus durch ein lokales Maxi-
mum reprasentiert ist, das aus einem oder einer Gruppe an Pixeln mit der gleichen Inten-
sitat besteht, jedoch die Intensitat héher als die aller umliegenden Pixel ist. Die Toleranz
und die minimale Anzahl an Pixel, die ein Focus definiert, wurden innerhalb einer Tumor-
entitéat gleich gehalten. Im Rahmen der Foci-Analyse wurde neben der Gesamtzahl an
Foci pro Foto eine Foci-Maske generiert, die jeden Focus als bunten Punkt auf griinem

Hintergrund darstellt. Um eine Aussage Uber die Zahl der Foci pro Zelle treffen zu kénnen,
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wurden anhand des DAPI-Fotos die Zellkerne optisch ausgezahlt und ins Verhaltnis zur
Focizahl gesetzt. Hierbei wurde die Annahme getroffen, dass jede Zelle durch einen
Zellkern definiert wird (Abbildung 11). Mitosen und Apoptosen wurden generell von der

Auswertung ausgeschlossen.

YH2AX Graustufen Foci-Maske

)

Adobe ImageJ

Uberlagerung Photoshop ~FociPicker3D _\
2.0 ®g .
A Foci

. Zellzahl

visuelle Bestimmung der Zellzahl

» Zellzahl —/

DAPI

Abbildung 11: Computergestiitzte Quantifizierung von yH2AX-Foci/Zelle

Gezeigt ist die computergestitzte Quantifizierung von yH2AX-Foci/Zelle. Die mittels eines Fluores-
zenzmikroskops erstellten Fotos der yH2AX-markierten DSBs wurden durch Adobe Photoshop
CS3 in ihrer Auflésung reduziert, in Graustufen umgewandelt sowie in ein 16 bit Bildformat Uber-
fihrt. Diese Anpassungen waren zur spateren Auszahlung der yH2AX-Foci mit Hilfe des ImageJ
Plugins ,FociPicker3D 3D and 2D particle counter* notwendig. Hierbei wird neben einer Foci-
Maske die Anzahl der Foci pro Bild ermittelt. Ausgehend von einer DAPI-Kernfarbung wurden die
Zellkerne pro Bild ausgezahlt und mit den Foci verrechnet (Foci/Zellzahl).

2.7 Dosisfindungstest

Zur Manipulation des Tumorstoffwechsels wurden drei Substanzen einzeln und in Kombi-
nation verwendet: OXA, ein Strukturanalogon von Pyruvat und kompetitiver Inhibitor der
LDH; 2DG, ein Glukoseanalogon und HK-Hemmstoff;, ROT, ein Inhibitor des
1. Komplexes der Atmungskette. Die maximal anwendbaren Konzentrationen unter Aus-
schluss zelltoxischer Wirkungen wurden in sogenannten Dosisfindungstests eruiert. Hier-
zu wurden die Zellen abgelost, gezahlt und 2 h mit verschiedenen Konzentrationen und
Kombinationen der Stoffwechselmanipulatoren inkubiert.

Ziel der Dosisfindungstests war, die maximale Chemikalienkonzentration zu ermitteln, die
im eingesetzten Zeitfenster von 2 h keine drastischen Zelltoxizitaten aufwiesen. Ange-
strebt wurde eine maximale Abnahme der PE von <10 % gegeniiber der unbehandelten

Kontrollgruppe. Der PE-Dosisfindungstest errechnete sich nach folgender Formel (IV):

Anzahl behandelte Kolonien
(V) * 100 = PE-Dosisfindungstest

Anzahl ynpenhandette kolonien
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Die Stoffwechselinhibitoren wurden in Medium verdiinnt. Lediglich ROT musste in DMSO
geldst werden, jedoch wurden finale Konzentrationen von 0,01 % DMSO im Medium nicht
Uberschritten. AnschlieBend wurden 100 Zellen/cm? in 4 ml frischem Normalmedium in
21 cm® groRen Zellkulturschalen ausgesat und entsprechend den Klonogenitétstests
(Tabelle 5) inkubiert. Die anschlielende computergestiitzte Auszéhlung der Kolonien

erfolgte analog der in Kapitel 2.6.2 erlauterten Methode.

2.8 Erzeugung von Experimentaltumoren

Die Generierung der Experimentaltumoren aus den humanen Ovarialkarzinomzelllinien
0OC316 und IGROV-1 erfolgte unter Leitung von Herrn Dr. Indraccolo. Hierzu wurden
Gruppen von sechs bis acht Wochen alten SCID-Mausen (severe combined
immunodeficiency) 5 x 10° Zellen, geldst in 300 pl 4 °C kaltem Matrigel (Becton Dickinson
GmbH), subkutan in beide Flanken injiziert. Beginnend mit dem Tag der Injektion wurden
die Tumoren zweimal wodchentlich vermessen und das Volumen berechnet [(L&n-
ge x Breite?) x 0,5]. Nachdem die Tumoren eine GréRe von 200-300 mm?® erreicht hatten,
erfolgte die operative Tumorsektion und die Uberfiihrung der Tumoren in fliissigen Stick-
stoff (Fabian et al., 2012).

Die HNSCC-Experimentaltumoren wurden unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Baumann im
OncoRay-National Center for Radiation Research in Oncology (Dresden) aus den Zellli-
nien SAS und FaDu konstituiert. Die Tumorzellen wurden subkutan in das rechte Hinter-
bein von NMRI (Naval Medical Research Institute) Nacktmdusen (nu/nu) implantiert. Ab
einer GroRe von 180 mm® wurden die Tumoren entnommen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren (Sattler et al., 2010b).

Die Lieferung nach Mainz und die weitere Lagerung bis zur Verarbeitung der Tumorpro-
ben erfolgten bei -80 °C.

2.9 Untersuchungen an Experimentaltumoren

2.9.1 Immunfluoreszenzfarbungen stoffwechselrelevanter Proteine

Zur Erstellung serieller Kryoschnitte wurden die Tumoren mit Tissue Tek® eingebettet
(Sakura Finetek) und mit Hilfe eines Kryotoms (SLEE medical GmbH) bei -20 °C in 10 pm
dicke Scheiben geschnitten und auf Glasobjekttrager (Menzel-Glaser GmbH) aufgezogen.
Nach 24 h Lagerung bei Raumtemperatur wurden die Schnitte fiir 7 min in Aceton fixiert,
in 1x PBS gewaschen und unspezifische Bindestellen 45 min mit 2 % Eselserum (Dianova
GmbH) blockiert. AnschlieRend wurden die Tumorschnitte 1 h mit folgenden Erstantikor-
pern, verdinnt in 1 % Eselserum, inkubiert: GLUT-1, MCT-1, MCT-4, CA-IX, PDH-E1(,
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COX-1V, PK-M2 und LDH-A (Tabelle 6). Pro Tumor wurde ein Schnitt anstelle des Erstan-
tikdrpers ausschlieBlich mit 1 % Eselserum behandelt (Negativkontrolle). Nach dreimal
3 min Waschen in 1x PBS wurden die Schnitte 45 min mit den entsprechenden
DyLight 594 gekoppelten Zweitantikbrpern (alle Dianova GmbH), verdinnt in 1x PBS,
inkubiert (Tabelle 6). Nach abschlieRenden Waschschritten in 1x PBS wurden die Tumor-
schnitte mit Eindeckmedium konserviert und gleichzeitig die Zellkerne mit DAPI geféarbt

(Immunoselect Antifading Mounting Medium DAPI; Dianova GmbH).

Tabelle 6: Priméar- und Sekundarantikdrper und verwendete Verdinnungen fir Immunfluo-
reszenzfarbungen an Tumorschnitten

Die Tabelle zeigt die fur die Immunfluoreszenzfarbungen verwendeten Primar- und Sekundéaranti-
korper sowie deren Verdinnungen.

U detektierendes Sekundéarantikorper
P : Primérantikdrper Hersteller Fluoreszenz konju-
rotein .

glert

sheep anti-human . : donkey anti-sheep
GLUT-1 1:100 US Biological Inc. 1:800

MCT-1 rabbit anti-human Santa Cruz Bio- donkey anti-rabbit
1:50 technology 1:800

MCT-4 rabbit anti-human Santa Cruz Bio- donkey anti-rabbit
1:50 technology 1:800

CA-IX goat anti-human Santa Cruz Bio- donkey anti-goat

1:100 technology 1:800

mouse anti-human donkey anti-mouse
PDH-E1 1:50 Abcam plc 1-800

rabbit anti-human donkey anti-rabbit
COX-IV 1:50 Abcam plc 1:800

PK-M2 rabbit anti-human Cell Signaling donkey anti-rabbit
1:50 Technology, Inc. 1:800

sheep anti-human donkey anti-sheep
LDH-A 1:100 Abcam plc 1:800

Pro Tumorschnitt wurden fiinf Fotos am Fluoreszenzmikroskop (BZ-8000K, Keyence
GmbH) bei 400facher Vergrof3erung sowie bis zu neun Fotos mit 50facher Vergré3erung,
die anschlieRend durch das Programm BZ Image Analysis Application (Keyence GmbH)
zusammengelagert wurden, aufgenommen. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
erfolgten unter Verwendung folgender Polarisationsfilter: OP-66832 BZ DAPI-BP und
OP-66383 BZ TexasRed (Keyence GmbH).

Zur Quantifizierung der Expression des Zielproteins wurde die Fluoreszenzintensitat
sowie die Flache des Proteinsignals mittels ImageJ 1.44 unter Verwendung des Plugins
.Measure RGB" (Autor: Wayne Rasband; Version 1) detektiert und als ,Rotwert R* defi-
niert. Das von der DAPI-Kernfarbung emittierte Licht wurde zur Berechnung der Tumor-
Zellkernflache herangezogen. Hierzu wurde das DAPI-Bild binarisiert und anschlief3end

mit Hilfe des ImageJ Plugins ,Live Histogram®* (Autor: Wayne Rasband, modifiziert von
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Bob Dougherty; Version 8.6) die Anzahl schwarzer Pixel ausgezahlt (Schwarzwert S).
AbschlieRend wurde die Proteinexpression, exklusiv fir jedes Foto, aus dem Quotient
(R/S) der Intensitat des Zielproteins (Rotwert R) in Relation zur Tumor-Zellkernflache
(Schwarzwert S) berechnet (Abbildung 12).

Proteinsignal

ImageJ ,,Measure RGB* . Rotwert
v R

R
— B

‘GO
3 ImageJ
% &, »Live Histogram, Schwarzwert _j
W o2 TS 007FM,
S

Uberlagerung

DAPI

Abbildung 12: Computergestitzte Quantifizierung von Immunfluoreszenzfarbungen an
Tumorschnitten

Gezeigt ist die computergestitzte Quantifizierung einer Immunfluoreszenzfarbung an Gewebe-
schnitten von Tumor-Xenografts. Fir jede Zielprotein-Farbung wurde parallel eine DAPI-Farbung
auf selbigem Schnitt mitgefiihrt. Das DAPI-Signal wurde zun&chst binarisiert und anschliel3end die
Anzahl schwarzer Pixel durch das ImageJ Plugin ,Live Histogram“ bestimmt (Schwarzwert S). Die
Analyse des Zielproteins erfolgte durch die Detektion der Anzahl und Intensitét der rot fluoreszie-
renden Pixel pro Bild durch das Plugin ,Measure RGB" (Rotwert R). Abschlielend wurde ein
Quotient gebildet (R/S), um das Signal des Zielproteins auf die Tumor-Zellkernflache pro Bild zu
beziehen.

Fur jedes untersuchte Protein wurden fiinf Fotos pro Tumor bei 400facher Vergré3erung
ausgewertet und gemittelt. Die Proteinexpressionslevel der OC316- bzw. SAS-Tumoren
wurden in Bezug zu denjenigen der Zelllinien IGROV-1 bzw. FaDu gesetzt. Die Belich-
tungszeiten waren innerhalb einer Tumorentitat identisch und wurden anhand der mitge-
fuhrten Negativkontrollen determiniert. Die aus bis zu neun Fotos zusammengelagerten
Aufnahmen bei 50facher VergréfRerung konnten aufgrund der geringen Detailgenauigkeit

nicht computergestitzt ausgewertet und quantifiziert werden.

2.9.2 Quantifizierung von Metaboliten mittels imBI

Das Verfahren der bildgebenden Biolumineszenz (induced metabolic Bioluminescence
Imaging, imBI) ist eine Methode, die von W. Paschen in den 1980er Jahren zur Untersu-
chung des Stoffwechsels von Gewebeschnitten entwickelt wurde (Paschen et al., 1981).
Sie basiert auf Reaktionsldsungen, die mit Hilfe spezifischer Enzyme das zu analysieren-
de Metabolit einer Luziferase-katalysierten Lichtreaktion zufiihren. Anfanglich war nur ein

semiquantitativer Nachweis von ATP, Glukose und Laktat mdglich, spater wurde die
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Methode um eine Mdglichkeit zur Quantifizierung der Messdaten erweitert (Paschen et al.,
1985; Paschen, 1985). In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Miller Klieser wurde die
Methodik optimiert und standardisiert sowie um die Messung des Metabolits Pyruvat
erganzt (Mueller-Klieser und Walenta, 1993; Sattler et al., 2007; Walenta et al., 2002).

Aus Experimentaltumoren von humanen Ovarial- und Plattenepithelkarzinomzelllinien
wurden mit Hilfe eines Kryotoms (SLEE medical GmbH) Gefrierschnitte angefertigt. Hie-
raus wurden Strukturfarbungen (Hamalaun und Eosin-Doppelfarbung an 10 pm dicken
Schnitten) erstellt, sowie die quantitative Bestimmung von ATP, Laktat, Glukose (jeweils
16 pm dicke Schnitte) und Pyruvat (20 um dicke Schnitte) mittels imBI durchgefuhrt. Mit
Hilfe von Stanzldéchern wurden die Tumoren mit markanten Punkten versehen, um eine
spatere Uberlagerung der Aufnahmen und die Auswertung von seriellen Schnitten zu
ermaoglichen.

Alle Messungen erfolgten in einer temperierten und lichtgeschiitzten Reaktionskammer.
Die Messkammer besal? eine Vertiefung, die mit 60 pul Enzymldsung gefullt und im Sand-
wichverfahren mit dem Gefrierschnitt zusammengefihrt wurde (Abbildung 13). Vor Ablauf
der Inkubationszeit (Tabelle 7) musste die Messkammer und die Reaktionskammer zu-
sammengefihrt und unter einem Mikroskop (Zeiss Axiophot; Carl Zeiss AG) paositioniert

werden.

Tabelle 7: Inkubations- und Messzeiten unterschiedlicher Metabolite fiir die imBI-Technik
Die Tabelle zeigt die metabolitspezifischen Inkubations- und Messzeiten des imBI-Messverfahrens.

Metabolit
ATP Laktat Glukose Pyruvat
Inkubationszeit (s) 10 30 50 10
Messzeit (S) 30 15 40 120

Im Strahlengang des Mikroskops war eine 16 bit EM-CCD Kamera (iXon 1Q DU-888;
Andor Technology) montiert, die im darauffolgenden Messzeitraum (Tabelle 7) einzelne
Lichtphotonen detektierte. In Kombination mit der Andor 1Q-Software wurde die ortliche
Verteilung unterschiedlicher Lichtintensitdten innerhalb des Gefrierschnittes in ein opti-
sches Bild umgewandelt (Abbildung 13).

Der gesamte Versuchsaufbau wurde in einem ventilierten und lichtdichten Schrank unter-
gebracht, der sich wiederum in einem klimatisierten Raum befand. Durch die Schaffung
konstanter Reaktionsbedingungen und durch das Mitfihren von Standardschnitten be-
kannter Konzentrationen konnte eine absolute Quantifizierung der Metabolite ATP, Laktat,
Glukose und Pyruvat erzielt werden. Die so generierten Messdaten wurden in pmol/g
Tumorgewebe ausgegeben. Die computergestiitzte Auswertung ermdglichte eine gezielte

Analyse der Metabolitkonzentrationen in ausgewdahlten histologischen Gewebearealen,
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z. B. nur innerhalb der vitalen Tumorregionen. 15 Tumoren der Linien OC316 und
IGROV-1 sowie zehn Tumoren der Linien SAS und FaDu wurden unter Verwendung von
drei Schnitten pro Metabolit pro Tumor analysiert. Alle Messwerte zur Berechnung der

Metabolitkonzentrationen wurden ausschlief3lich aus vitalem Tumorgewebe erhoben.

Methode der & Digitalbild der
bildgebenden Biolumineszenz R4 | Metabolitverteilung

l®

Deckglas EM-CCD Kamera
/m
Kryoschnitt ®
R X —_— Mikrosko
Enzymmix/"'@‘ R % ’

[ =
\ “Sandwich”
Messkammer

Abbildung 13: Messung von Metaboliten mittels imBI

Einzelne Gefrierschnitte werden auf ein Deckglas Uberfihrt und in eine Enzymldsung getaucht, die
sich in einer Vertiefung der Messkammer befindet (1). Dieses ,Sandwich* wird in eine temperierte
Reaktionskammer auf dem Objekttisch eines Mikroskops tberfuhrt (2). Die einsetzende Lichtemis-
sion kann mit einer hochempfindlichen EM-CCD Kamera detektiert werden. Das Ergebnis (3) ist
die flachenhafte Verteilung der Metabolitkonzentrationen im Gefrierschnitt. Modifiziert nach Walen-
ta et al. (2004).

Fur weitere methodische Details und repréasentative Kalibrierungskurven siehe Mueller-
Klieser und Walenta (1993) sowie Sattler et al. (2007).

29.21 ATP
Die Quantifizierung von ATP in Gewebeschnitten mittels imBI basiert auf folgender che-

mischen Reaktion (h):

Luziferase
(h) Luziferin + ATP + O, » Oxyluziferin + AMP + PP; + CO, + Licht
Mgz+

Das Enzym Luziferase oxidiert hierbei das Substrat Luziferin unter Anwesenheit von ATP,
O, und Magnesiumionen zu Oxyluziferin, wobei Licht mit einem Emissionsmaximum bei
562 nm freigesetzt wird. Die Enzymlosung zur ATP-Messung wird aus der Feuerfliege
Photinus pyralis hergestellt und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Die genaue
Zusammensetzung der ATP-Enzyml6ésung findet sich in Mueller-Klieser und Walenta
(1993).
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2.9.2.2 Laktat

Zur Bestimmung von Laktat mittels imBl ist im Vergleich zu ATP eine komplexere Abfolge
chemischer Redoxreaktionen notwendig. Laktat wird durch das Enzym LDH zu Pyruvat
umgesetzt. Hierbei wird der Cofaktor NAD* zu NADH reduziert. Um die von der LDH
bevorzugte Riickreaktion zu Laktat zu verhindern, werden dem Enzymmix zusatzlich das
Enyzm Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und Glutamat zugesetzt, so dass Pyruvat

umgehend in Alanin Uberfihrt wird (Reaktion i).

LDH |—> NADH GPT |—> 2-Ketoglutarat
(i) Laktat J > Pyruvat J > Alanin
NAD" Glutamat

Das gebildete Reduktionsmittel NADH wird von der NAD(P)H:FMN-Oxidoreduktase (NFO)
genutzt, um FMN zu FMNH, zu reduzieren. Abschlieend wird FMNH, durch das Enzym
Luziferase des Leuchtbakteriums Vibrio fischeri und unter Verbrauch langkettiger Aldehy-

de und O, oxidiert, wobei Licht emittiert wird (Reaktion j).

NFO |—>NAD+ Luziferase |—> Fettsaure+H,0O
() FMN ] » FMNH, » FMN + Licht
NADH Fettséure-J
aldehyd

Die genaue Zusammensetzung der Laktat-Enzymldsung ist in Sattler et al. (2010b) aufge-
fuhrt.

2.9.2.3 Glukose

Zur Visualisierung der Glukose mit Hilfe der imBI-Technik wird diese durch das erste
Enzym der Glykolyse, die HK, zu Glukose-6-P phosphoryliert. Im nachsten Schritt wird
Glukose-6-P zu 6-Phosphogluconolacton oxidiert, eine Reaktion, die durch G-6-PDH

katalysiert wird (Reaktion k).

HK ADP G-6-PDH —» NADPH
(k) Glukose J » Glukose-6-P » 6-Phospho-
ATP NADP*— gluconolacton

Das dabei gebildete NADPH wird, analog zur Laktatmessung via imBI, von der NFO als

Reduktionsmittel fiir FMN eingesetzt.
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Das gebildete FMNH, wird durch das Enzym Luziferase des Leuchtbakteriums Vibrio

fischeri oxidiert, wobei Licht emittiert wird (Reaktion ).

NFO |—> NADP* Luziferase |—> Fettsaure+H,0O
() FMN » FMNH, » FMN + Licht
NADPH J Fettséure-J
aldehyd

Die genaue Zusammensetzung der Glukose-Enzymlésung findet sich in Mueller-Klieser
und Walenta (1993).

2.9.2.4 Pyruvat
Pyruvat wird mittels der PDH zu ActeylCoA oxidiert (Reaktion m). Das in dieser Reaktion
entstehende NADH wird durch die NFO und die Luziferase des Leuchtbakteriums Vibrio

fischeri analog zur Laktat- bzw. Glukosemessung in sichtbares Licht umgewandelt (Reak-

tion n).
PDH
(m) Pyruvat + NAD" + CoA » NADH + CO, + AcetylCoA
NFO |—> NAD" Luziferase |—> Fettsaure+H,0O
(n) FMN ] > FMNH, » FMN + Licht
NADH Fettsaure- J

aldehyd

Die Pyruvat-Enzymldsung ist entgegen der ATP-, Laktat- und Glukose-Enzymldsung nicht
lagerfahig und muss fiur jeden Messtag frisch angesetzt werden. Die Zusammensetzung

der Enzyml6sung fir die Pyruvatmessung findet sich in Sattler et al. (2007).

2.9.2.5 Standards und Kalibrierungskurven

Zur Quantifizierung der gemessenen Metabolite wurden entsprechende Metabolit-
Standards mitgefuihrt. ATP-, Laktat-, Glukose- und Pyruvat-Konzentrationsreihen wurden
im Verhaltnis 4:1 in Tissue-Tek® (Sakura Finetek) verdiinnt. Die viskose Masse wurde
30 min gerthrt, um eine homogene Loésung zu erhalten. Die Generierung von
ATP-Standards erfolgte unter konstanter Kiihlung. Die Standards wurden entsprechend
den Proben im Kryotom (SLEE medical GmbH) geschnitten und gelagert.

Standards wurden stichprobenmaRig zu Beginn jedes Messtages gemessen, um zu uber-

prifen, ob die resultierende Lichtintensitat zur verwendeten Kalibrierungskurve passt.
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Bei zu starken Abweichungen wurde eine neue Kalibrierungskurve erstellt. Hierzu wurde
mit Hilfe der AndoriQ Software die durchschnittliche Lichtintensitat, die SD sowie die
maximale Lichtintensitat des Standardschnitts bestimmt und in Excel graphisch gegen die
bekannte Metabolitkonzentration aufgetragen. Nach der Messung von Standards unter-
schiedlicher Konzentrationen wurde eine Kalibrierungskurve mittels Box-Lucas Fit be-

rechnet und zur Quantifizierung der Proben verwendet.

2.9.2.6 Hamalaun- und Eosin-Farbung

Die Hamalaun- und Eosin-Farbung (H&E-Farbung) ist eine Routinefarbung zur Differen-
zierung feingeweblicher Strukturen. Sie dient der Unterscheidung von Muskel-, Binde- und
tumorésem Gewebe und wurde fur jeden Gewebeschnitt, der mittels bildgebender Biolu-
mineszenz analysiert wurde, in einem Parallelschnitt mitgefuhrt.

Hierbei farbt Hamalaun insbesondere die Zellkerne mit der darin enthaltenen basophilen
DNA blau an, wohingegen der rote und azidophile Farbstoff Eosin hauptséchlich an Zell-
plasmaproteine gebunden wird.

Vor Beginn des Farbeprotokolls wurden die Kryoschnitte aufgetaut, fir 7 min in Aceton
fixiert und bei Raumtemperatur getrocknet. Darauf folgte die Farbung in
Hamatoxylinlésung, modifiziert nach Gill Il (Hamatoxylin; Carl Roth GmbH + CO. KG) und
10 % wassriger Eosinlosung (Merck KGaA). Durch anschlie3ende Spulschritte in aufstei-
genden Alkoholkonzentrationen wurden die Schnitte entwéassert und abschliel3end in Xylol
geklart. Als Eindeckmittel wurde Roti-Histokit Il (Carl Roth GmbH + CO. KG) verwendet.
Die gefarbten Schnitte wurden mittels eines Mikroskops (Zeiss Axiophot, Carl Zeiss AG)
in Kombination mit einer digitalen Spiegelreflexkamera (Nikon D100; Nikon GmbH) abfo-

tografiert und fur die imBI-Auswertung verwendet.

2.9.2.7 Auswertung der imBI-Messungen

Vor und nach jeder Metabolitmessung wurde eine Hellfeldaufnahme der Kryoschnitte
erstellt, um die Position der Probe in der Messkammer zu lokalisieren. Zur Bestimmung
des vitalen Gewebebereichs innerhalb eines Kryoschnitts wurden die beiden Hellfeldauf-
nahmen sowie die ATP-Biolumineszenzmessung und das zugehdrige H&E-Bild in Photo-
shop CS3 (Adobe Co.) getffnet und anhand markanter Stellen und Stanzldcher exakt
Ubereinander gelagert. Anhand des H&E-Bildes und der Hellfeldaufnahmen wurde im
Abgleich mit der ATP-Biolumineszenzaufnahme der vitale Tumorbereich vom restlichen

Gewebe abgegrenzt, nachgezeichnet und in Form einer Maske abgespeichert.
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Basierend auf der ATP-Maske wurden fir alle Metabolite Masken erstellt und deren Fla-
chen mittels des imageJ Plugins , Tumor Statistics” (J. Osthof und E. Schoner, Bioinforma-
tik Universitat Mainz) auf das zugehdrige Biolumineszenzbild Gbertragen. Dies erméglich-
te die exklusive Auslese der Metabolitkonzentrationen im vitalen Tumorgewebe. Das
Plugin berechnete innerhalb der Maske die durchschnittliche Lichtintensitat, die SD, die
GroRRe sowie die maximale und minimale Lichtintensitat des Biolumineszenzbildes. Die
durchschnittliche Lichtintensitat des vitalen Tumorgewebes konnte so anhand der Kalib-

rierungskurven einer definierten Metabolitkonzentration zugeordnet werden.

2.9.3 DHE-Farbung zum Nachweis von O, -Anionen an Tumorschnitten

Zur Detektion von O, -Anionen mittels Dihydroethidium (DHE) wurden Tumoren in Tissue
Tek® eingebettet (Sakura Finetek) und unter Verwendung eines Kryotoms bei -20 °C in
10 um dicke Scheiben geschnitten und auf Glasobjekttrager (Menzel-Glaser GmbH)
aufgezogen. Die Schnitte wurden nach dem Schneiden bis zur Farbung unverziglich bei
-80 °C gelagert, um den Abbau der Radikale zu verzégern.

Die Farbung der Tumorschnitte erfolgte analog zu der in Kapitel 2.5.1 beschriebenen
Methode fur adharent wachsende Tumorzelllinien.

Von jedem Tumor wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops unter Nutzung der Polari-
sationsfilter OP-66832 BZ DAPI-BP und OP-66383 BZ (Keyence GmbH) eine Ubersichts-
aufnahme angefertigt. Dazu wurden mehrere Einzelbilder bei 20facher Vergrolierung
erstellt und diese mit Hilfe der Software BZ Image Analysis Application (Keyence GmbH)
zusammengelagert. Des Weiteren wurden pro Experimentaltumor finf Detailaufnahmen
bei 200facher VergroRerung aus unterschiedlichen Sektoren des jeweiligen Schnitts
angefertigt und computergestiitzt ausgewertet sowie quantifiziert. Die Auswertung erfolgte
entsprechend der in Kapitel 2.5.1 dargestellten Methode.

Das Fluoreszenzsignal der Ubersichtsaufnahmen konnte auf Grund der geringen Vergro-

Rerung und Detailgenauigkeit nicht computergestitzt quantifiziert werden.

2.10 Statistik

Berechnet wurden die Mittelwerte (MW) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen
mit Standardabweichungen (SD), wie jeweils in den Abbildungs- und Tabellenlegenden
angegeben. In Boxplot-Diagrammen sind jeweils dargestellt: die Mittelwerte (Quadrat),
Median (Strich), SD (Box) sowie Minimal- und Maximalwerte (Whisker). Fur die Uberprii-
fung signifikanter Unterschiede wurde ein zweiseitiger t-Test durchgefihrt und Signifikan-

zen mit einem p < 0,05 entsprechend kenntlich gemacht.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Charakterisierung der Tumorzelllinien

Die vier verwendeten Tumorzelllinien wurden anhand des Wachstumsverhalten, der Pro-
teinexpressions- und Proteinaktivitatsanalysen, ihrer metabolischen Eigenschaften und

des zellularen Redoxstatus charakterisiert.

3.1.1 Wachstumskurven und Zellzahlverdopplungszeiten

Um anhand der Wachstumskinetik die Zellzahlverdopplungszeiten der vier verwendeten
Zelllinien bestimmen zu kénnen, wurden Wachstumskurven erstellt (Abbildung 14 und
Abbildung 15). Hierzu wurden die Zellen in 24-Well Platten ausgesat und zu definierten
Zeitpunkten die Zellzahl (Zellen/cm?) in Dreifachbestimmung gemessen und anschlieRend
der MW in Abhangigkeit von der Zeit halblogarithmisch aufgetragen.

Die beiden humanen Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 (Abbildung 14)
sowie die beiden humanen Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem Kopf- und Halsbe-
reich SAS und FaDu (Abbildung 15) zeigten &hnliche Verlaufe der Wachstumskinetik.
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Abbildung 14: Wachstumskurven der Tumorzelllinien OC316 und IGROV-1

Die Zellzahl der Linien OC316 und IGROV-1 wurde in Abhangigkeit von der Zeit halblogarithmisch
aufgetragen. Die roten Datenpunkte kennzeichnen den Bereich des exponentiellen Wachstums
anhand derer die Zellzahlverdopplungszeiten errechnet wurden. Gezeigt sind die MW und SD aus
zwei unabhéangigen Versuchen.

Bei allen vier Zelllinien betrug die Phase des exponentiellen Wachstums durchschnittlich
110 h. Daran schloss sich eine ausgepragte stationdre Phase mit leichten Tendenzen hin

zur Absterbephase nach 240 h.
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Die Zellzahlverdopplungszeiten wurden anhand der Steigung im Bereich des exponentiel-
len Wachstums errechnet, gekennzeichnet durch rote Datenpunkte, und betrugen 19 h
und 20,5 h fir OC316 und IGROV-1 sowie 21,5 h und 23,5 h fir SAS und FaDu.
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Abbildung 15: Wachstumskurven der Tumorzelllinien SAS und FaDu

Die Zellzahl der Linien SAS und FaDu wurde in Abhangigkeit von der Zeit halblogarithmisch aufge-
tragen. Die roten Datenpunkte kennzeichnen den Bereich des exponentiellen Wachstums anhand
derer die Zellzahlverdopplungszeiten errechnet wurden. Gezeigt sind die MW und SD aus zwei
unabhéngigen Versuchen.

Sich stark dhnelnde Zellzahlverdopplungszeiten innerhalb der Tumorentitat sowie Typus-
Ubergreifend lassen die Zellen als geeignetes Modellsystem fir die folgenden in vitro-

Experimente erscheinen.

3.1.2 Charakterisierung stoffwechselrelevanter Proteine

3.1.2.1 Expressionsanalysen stoffwechselrelevanter Proteine

Die Expression von neun verschiedenen Proteinen wurde mit Hilfe der Methode des
In-Cell Western untersucht. Um quantitative Aussagen treffen zu kénnen, wurde innerhalb
der Linien auf a-Tubulin normiert und die erhaltenen Daten pro Tumorentitéat in Bezug zu
IGROV-1 (= 100 %) bzw. FaDu (= 100 %) gesetzt. In Abbildung 16 ist die relative Protein-
expression der neun untersuchten Proteine aufgetragen. Gezeigt sind die MW und SD
aus drei unabhangigen Versuchen.

Das Proteinexpressionsmuster der beiden humanen Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und
IGROV-1 unterschied sich signifikant in mehreren energiestoffwechselrelevanten Protei-
nen (Abbildung 16A).
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Der membranstandige Transporter MCT-4 sowie die Enzyme CA-IX, PDH-E13, COX-IV
und PK-M2 waren im Vergleich zur Linie IGROV-1 bei OC316 statistisch signifikant hoher
exprimiert. Das Protein MCT-4 zeigte bei OC316 ein um 96 % hodheres Expressionsniveau
als bei IGROV-1. Die Proteine GLUT-1, MCT-1 und LDH-A hingegen wiesen keine Diffe-
renzen innerhalb der beiden Ovarialkarzinomzelllinien auf. HK-Il war als einziges Enzym
in IGROV-1-Zellen hoher exprimiert (Abbildung 16A).
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Abbildung 16: Vergleichende Proteinexpressionsanalysen Energiestoffwechsel-assoziierter
Enzyme und Transporter der verwendeten Karzinomzelllinien

Gezeigt ist die relative Proteinexpression von neun Enzymen der beiden humanen Ovarialkarzi-
nomzelllinien OC316 und IGROV-1 (A) sowie der beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und
FaDu (B). Jeweils auf a-Tubulin normiert und auf eine Linie pro Entitéat bezogen. Dargestellt sind
MW und SD aus drei unabhangigen Versuchen. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs.
FaDu.

Die beiden humanen Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu wiesen ein homoge-
neres Proteinexpressionsmuster auf (Abbildung 16B). Die Proteine CA-IX, COX-IV, HK-II
und PK-M2 waren bei SAS etwas starker exprimiert, jedoch statistisch nicht signifikant
unterschiedlich zur Zelllinie FaDu. GLUT-1, MCT-4 und PDH-E1( zeigten ein &hnliches
Proteinexpressionsniveau, wohingegen MCT-1 und LDH-A bei FaDu leicht erhdht nach-

zuweisen waren.

3.1.2.2 Bestimmung der LDH-Enzymaktivitét

Das zur Messung der LDH-Aktivitdt verwendete ,Lactate Dehydrogenase Activity Assay
Kit“ der Firma BioVision Inc. zeigte, dass die LDH-Aktivitat (mU/ml) der beiden Ovarialkar-
zinomzelllinien um den Faktor funf héher war als die der Plattenepithelkarzinomzelllinien
(Abbildung 17). Des Weiteren besal3en OC316-Zellen eine um 20 % hohere LDH-Aktivitat
als IGROV-1-Zellen.
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Zwischen den Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu konnte kein statistisch
relevanter Unterschied gemessen werden. Dargestellt sind MW und SD aus vier unab-

hangigen Versuchen.
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Abbildung 17: LDH-Aktivitaten der vier verwendeten Zelllinien
Gezeigt sind die Aktivitaten des Enzyms LDH. Dargestellt sind MW und SD aus vier unabhéngigen
Versuchen. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs. FaDu.

3.1.3 Charakterisierung des zellularen Energiestoffwechsels

3.1.3.1 Sauerstoffverbrauchs-, Azidifizierungs- und Kohlenstoffdioxidentwick-
lungsraten

Der Seahorse Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 (Seahorse Bioscience) ist zur simulta-
nen Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsrate (OCR), der Azidifizierungsrate (ECAR)
und der Kohlenstoffdioxidentwicklungsrate (CDER) im Medientberstand adharent wach-
sender Zellen konzipiert.

Abbildung 18A zeigt die basale ECAR der beiden humanen Ovarial- und Plattenepithel-
karzinomzelllinien. OC316-Zellen zeigten im Mittel eine um 57 % und SAS um 30 % hdhe-
re extrazellulare Azidifizierungsrate als IGROV-1- bzw. FaDu-Zellen. Die Sauerstoffver-
brauchsraten (Abbildung 18B) der Linien OC316 und SAS lberstiegen die basalen Raten
von IGROV-1 bzw. FaDu um 160 % bzw. 27 %. Die in Abbildung 18C dargestellten Koh-
lenstoffdioxidentwicklungsraten unterschieden sich ausschlie3lich innerhalb der beiden
Ovarialkarzinomzelllinien. OC316-Zellen wiesen eine um 43 % gesteigerte CDER vergli-
chen mit IGROV-1 auf. Innerhalb der beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien konnte be-
zuglich der CDER kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Auffallend ist der Befund, dass Tumorentitdten Ubergreifend die Zelllinie mit der hoheren
ECAR auch eine héhere OCR aufwies (R* = 0,930, nicht grafisch dargestellt).

Hinsichtlich ECAR und OCR konnten drastische Unterschiede zwischen den vier unter-
suchten Zelllinien festgestellt werden. Innerhalb der beiden Ovarialkarzinomzelllinien
0OC316 und IGROV-1 wurden aufRerdem signifikante Unterschiede beziiglich der CDER
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nachgewiesen. Die basalen metabolischen Umsatzraten der beiden Ovarialkarzinomzellli-

nien waren different, wobei OC316-Zellen die allgemein hdchsten Messwerte generierten

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Basale ECAR, OCR und CDER der verwendeten Karzinomzelllinien

(A) ECAR, (B) OCR und (C) CDER der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu. Gezeigt sind
MW (Quadrat), Median (Strich), SD (Box) sowie Minimal- und Maximalwerte (Whisker) aus mindes-
tens drei unabhangigen Experimenten. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs. FaDu.

3.1.3.2 Laktatproduktions- und Glukoseverbrauchsraten

Der fiur Metabolitmessungen in Zellkulturiberstanden konzipierte SUPER GL2-Analysator
(Dr. Miuller Geratebau GmbH) ist ein Gerat fir biochemische Analysen von Glukose und
Laktat in humanem Probenmaterial. Die Laktat- und Glukosemesswerte wurden auf die
jeweilige Zellzahl bezogen (pmol/Zelle) und in Abh&ngigkeit von der Zeit grafisch aufge-
tragen (Abbildung 19). Darauf folgend wurden durch die Messpunkte lineare Regressi-
onsgeraden gelegt und anhand deren Steigungen die Produktions- und Verbrauchsraten
berechnet, um mdgliche Unterschiede im Glukosestoffwechsel zwischen den einzelnen

Zelllinien zu verdeutlichen.
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Abbildung 19A zeigt den Verlauf der extrazellularen Laktatanreicherung der vier unter-
suchten Zelllinien pro Zelle tiber einen Zeitraum von 6 h. Fur alle Zelllinien war eine Ak-
kumulation von Laktat im Medienlberstand zu verzeichnen. Zugleich wiesen die Zelllinien
eindeutige Unterschiede in ihrer Laktaproduktion auf. Folgende Laktatproduktionsraten
wurden anhand der Messdaten errechnet: OC316 1,22 +0,48 pmol/Zelle/h; SAS
1,05 +£0,21 pmol/Zelle/h; IGROV-1 0,94 + 0,23 pmol/Zelle/h und FaDu 0,74 £0,10
pmol/Zelle/h. Die nach 6 h akkumulierte Laktatkonzentration im Medienuberstand variierte
zwischen 8,30 + 2,92 pmol/Zelle fir OC316 und 4,65 + 0,69 pmol/Zelle fuir FaDu. Die
extrazellulare Konzentration an gebildetem Laktat unterschied sich zwischen den beiden
Zelllinien einer Entitat signifikant nach 2 h sowie zwischen den Ovarialkarzinomzelllinien
nach 4 h und den Plattenepithelkarzinomzelllinien nach 6 h.

Es féllt auf, dass die errechneten Laktatproduktionsraten relativ gut mit der entsprechen-
den ECAR (Abbildung 18A) korrelierten (R* = 0,886, nicht grafisch dargestellt).
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Abbildung 19: Laktatproduktion und Glukoseverbrauch der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS
und FaDu

In  Zellkulturiberstanden der vier Karzinomzelllinien wurden die Laktatproduktion und der
Glukoseverbrauch zu definierten Zeitpunkten tber einen Versuchszeitraum von 6 h bestimmt und
auf die Zellzahl bezogen. (A) Laktatproduktion in pmol/Zelle (MW und SD) aus drei unabhéngigen
Versuchen. (B) Glukoseverbrauch in pmol/Zelle (MW und SD) aus drei unabhéangigen Versuchen.
Die Daten wurden aus den in Abbildung 19A gezeigten Proben erhoben. *p < 0,05 OC316 vs.
IGROV-1; *p < 0,05 SAS vs. FaDu.

Der Glukoseverbrauch der vier untersuchten Zelllinien Uber einen Zeitraum von 6 h ist in
Abbildung 19B dargestellt. Hierbei handelt es sich um den identischen Probensatz analog
der Abbildung 19A. Die Glukosekonzentrationen zum Zeitpunkt O h variierten abhéngig
vom verwendeten Medium und der Anfangszellzahl. Innerhalb des Versuchszeitraums
von 6h wurden, ausgehend von den jeweiligen Kinetiken, folgende
Glukoseverbrauchsraten errechnet: SAS 2,60 + 2,84 pmol/Zelle/h; OC316 2,02 +2,16
pmol/Zelle/h; IGROV-1 1,59 £ 1,91 pmol/Zelle/h und FaDu 1,26 £ 1,29 pmol/Zelle/h.
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Nach 6 h verbrauchten die Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 36 % bzw.
19 % der im Medium gel6sten Glukose. SAS metabolisierte 15 % und FaDu 9 % der
anfanglich vorhandenen Menge an Glukose. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien einer Entitat konnte im extrazellularen Glukoseverbrauch nur fir die

beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien nach 2 h und 6 h Versuchsdauer gezeigt werden.

3.1.3.3 Intrazellularer ATP-Gehalt

Der intrazellulare ATP-Gehalt der vier Karzinomzelllinien wurde mit Hilfe des Cell
Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega Corporation) bestimmt. Bei den in
Abbildung 20 gezeigten relativen ATP-Konzentrationen wurde das Messergebnis einer
Zelllinie pro Tumorentitat auf 100 % gesetzt. Innerhalb der Ovarialkarzinomzelllinien be-
sall IGROV-1 einen 50 % geringeren intrazellularen ATP-Gehalt als OC316. Die beiden
Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu wiesen einen &hnlichen intrazellularen

ATP-Gehalt auf. Gezeigt sind MW und SD aus sechs unabhéngigen Versuchen.
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Abbildung 20: Relativer intrazellularer ATP-Gehalt der vier Karzinomzelllinien

Gezeigt ist der relative intrazellulare ATP-Gehalt der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu.
0OC316 und SAS wurden aus sechs unabhangigen Versuchen auf 100 % gesetzt. Anhand dieser
Linien wurden die relativen ATP-Konzentrationen (MW und SD) der Linien IGROV-1 bzw. FaDu
berechnet. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs. FaDu.

3.1.4 Charakterisierung des Redoxstatus

3.1.4.1 Nachweis von O, -Anionen

In Abbildung 21 sind exemplarisch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DHE-
Farbungen der vier verwendeten Tumorzelllinien dargestellt. Innerhalb der Ovarialkarzi-
nomzelllinien war bei OC316 im Vergleich zu IGROV-1 ein erh6htes Fluoreszenzsignal zu
sehen. Das durch die Wechselwirkung von DHE mit O,-Anionen gebildete Ethidium

interkalierte konzentriert an bestimmte DNA-Bereiche von OC316-Zellen, die in Form hell
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leuchtender Spots im Nukleus sichtbar wurden. Zwischen SAS und FaDu war optisch kein
Unterschied in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zu erkennen. Das detektierte
Fluoreszenzsignal war im Vergleich zu dessen Intensitdt nach UV-Strahlung (Abbildung
38) oder dem Einfluss chemischer Noxen (Abbildung 40) erwartungsgemal gering. Des
Weiteren wirkten einer Akkumulation von O, -Anionen die hohe chemische Reaktionsfreu-

digkeit sowie die enzymatisch katalysierte Eliminierung entgegen.

0C316 IGROV-1 FaDu

Abbildung 21: DHE-Farbung der vier Tumorzelllinien
Gezeigt sind exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen DHE-gefarbter Zellen. Die
Intensitat der Rotfarbung fungiert als Indikator fir O, -Anionen. Mal3stab 30 pum.

Die computergestitzte Quantifikation des vom Ethidium ausgehenden Fluoreszenzsignals
ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Menge des vom Ethidium ausgehenden Signals wurde
mittels der parallel mitgefuihrten DAPI-Kernfarbungen auf die Zellkernflache pro Bild nor-

malisiert. Gezeigt sind MW und SD aus vier unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 22: O, -Anionen-Level von vier humanen Karzinomzelllinien

Gezeigt sind die intrazelluldaren O, -Anionen-Level von vier humanen Karzinomzelllinien. Zur Visua-
lisierung des Radikals wurde eine DHE-Farbung verwendet. DHE wird unter Anwesenheit von O; -
Anionen zu Ethidium oxidiert. Das vom Fluorophor Ethidium ausgehende Signal wurde mittels
einer mitgefihrten DAPI-Kernfarbung auf die Zellkernflache normalisiert. Gezeigt sind MW (Quad-
rat), Median (Strich), SD (Box) sowie Minimal- und Maximalwerte (Whisker) aus vier unabhangigen
Versuchen. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs. FaDu.
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Die hoch-metabolische Ovarialkarzinomzelllinie OC316 zeigte einen signifikant hoheren
intrazellularen Gehalt des O,-Anions als IGROV-1. Zwischen den Plattenepithelkarzinom-
zelllinien SAS und FaDu konnte computergestiitzt kein statistisch signifikanter Unter-

schied gemessen werden (Abbildung 22).

3.1.4.2 Bestimmung der SOD-AKktivitat

Die SOD-Aktivitat der vier Tumorzelllinien wurde mit Hilfe des kommerziellen Kits ,Super-
oxid Dismutase (SOD) Activity Assay Kit“ der Firma BioVision Inc. untersucht. Die gezeig-
ten Daten umfassen die durchgefiihrten Dreifachbestimmungen sowie den MW und die

SD aus zwei unabhangigen Versuchen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: SOD-Aktivitaten der vier verwendeten Tumorzelllinien

Gezeigt sind die Aktivitaten des Enzyms SOD als Einzelwerte der durchgefiihrten Dreifachbestim-
mungen sowie die daraus errechneten MW und SD aus zwei unabhangigen Versuchen. *p < 0,05
OC316 vs. IGROV-1 und SAS vs. FaDu.

Zwischen den beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 konnte im ersten
Versuch kein Unterschied beziglich der SOD-Aktivitat gemessen werden. Im zweiten
unabhangigen Versuch Uberstieg die SOD-Enzymaktivitat der Linie IGROV-1 jene der
Linie OC316 signifikant um 46 %. Fir die Plattenepithelkarzinomzelllinie SAS konnte im
ersten Versuch eine um 35 % hohere Aktivitdt nachgewiesen werden. Im zweiten Versuch

betrug der Aktivitatsunterschied der Linie SAS gegenuber FaDu lediglich 4 %.
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3.2 Klonogenes Uberleben und Radiosensibilitat
Im folgenden Kapitel wird die Anzahl koloniebildungsfahiger Zellen, das klonogene Uber-
leben sowie die Ausbildung und Reparatur von DNA-DSBs nach 0-8 Gy Gammabestrah-

lung eruiert.

3.2.1 Klonogenitatstests
In Abbildung 24 sind die MW der PEs der vier verwendeten Zelllinien aus drei unabhangi-

gen Versuchen und deren SD aufgefiihrt. Die PEs wurden nach Formel (Il) errechnet.
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Abbildung 24: PE der vier untersuchten Karzinomzelllinien
Gezeigt ist die PE der unbehandelten Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu. Dargestellt sind
MW und SD aus drei unabhangigen Versuchen.

Die Ovarialkarzinomzelllinien zeigten eine wesentlich héhere Koloniebildungsfahigkeit als
die beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien aus dem Kopf- und Halsbereich. Signifikante

Unterschiede innerhalb einer Tumorentitat konnten nicht nachgewiesen werden.

3.2.2 Uberlebenskurven nach Gammabestrahlung

Durch die Gammabestrahlung wird in den behandelten Proben im Vergleich zu den Kon-
trollen der Anteil koloniebildungsfahiger, das heil3t klonogener Zellen reduziert. Die SF
wurde entsprechend Formel (lll) berechnet.

In Abbildung 25 sind die MW und SD der Uberlebenskurven der vier untersuchten Tumor-
zelllinien dargestellt. Es wurden drei unabhé&ngige Versuche mit den Dosen 0, 2, 4 und
8 Gy durchgefiihrt. OC316- und IGROV-1-Zellen (Abbildung 25A) zeigten ein ahnliches
relatives klonogenes Uberleben nach 2 Gy Gammabestrahlung. Bei htheren Strahlendo-
sen Uberlebten OC316 signifikant schlechter als IGROV-1-Zellen. Im anfanglichen Kur-

venverlauf, also bei niedrigen Dosen, war bei beiden Ovarialkarzinomzelllinien eine
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sogenannte Schulter zu erkennen. Bei hoheren Dosen ging die Kurve in einen annahernd
exponentiellen Verlauf Gber.
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Abbildung 25: SF der untersuchten Karzinomzelllinien nach Gammabestrahlung
Gezeigt sind MW und SD der SF als Funktion der Strahlendosis aus drei unabhangigen Versu-
chen. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 bzw. SAS vs. FaDu.

Die Uberlebenskurven von SAS- und FaDu-Zellen in Abbildung 25B unterschieden sich
bei Dosen von 2 Gy und 8 Gy signifikant voneinander. SAS-Zellen verfligten hierbei Uber
ein hoheres klonogenes Uberleben. Das Fehlen einer ausgepragten Schulter bei SAS und

FaDu deutet auf eine generell erhdhte Strahlenempfindlichkeit beider Linien bei niedrigen
Dosen hin.

3.2.3 yH2AX-Foci nach Gammabestrahlung

DSBs fulhren zu einer Initiierung der Phosphorylierung der Histon-Untereinheit H2AX zu
yH2AX, die immunhistologisch nachweisbar ist.

In Abbildung 26 und Abbildung 28 sind reprasentative yH2AX-Farbungen der verwende-
ten Ovarial- und Plattenepithelkarzinomzelllinien bei 600facher mikroskopischer Vergré-
Berung als Funktion der Strahlungsdosis und der Zeit nach Bestrahlung gezeigt. Die
Auszahlung der yH2AX markierten DSBs erfolgte computergestitzt unter Berticksichti-
gung der Zellzahl (Abbildung 27 und Abbildung 29).

Fur OC316 und IGROV-1 war eine dosisabhéngige Zunahme der yH2AX-gefarbten DSBs
sowie eine Reduktion der Foci 24 h nach Bestrahlung zu erkennen. Fur die Dosis 8 Gy ist
beispielhaft die Uberlagerung der yH2AX-Farbung mit der DAPI-Kernfarbung gezeigt. Es
wird deutlich, dass die Foci als intensiv geféarbte griine Punkte ausschlief3lich im Zellkern
lokalisiert sind (Abbildung 26).

61



ERGEBNISSE

IGROV-1
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Abbildung 26: yH2AX-Farbungen 1h und 24 h nach Gammabestrahlung in OC316- und
IGROV-1-Zellen

Gezeigt sind reprasentative yH2AX-Farbungen (griin) der beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316
und IGROV-1 jeweils 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung. Fir 8 Gy sind die yH2AX-

Farbungen inklusive die fir die Auswertung relevante mitgefiihrte DAPI-Kernfarbung (blau) gezeigt.
MaRstab 30 pm.
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Die computergestitzte Auswertung der immunhistologischen yH2AX-Farbungen beruht
auf durchschnittlich 150 ausgewerteten Zellen pro Zelllinie, Zeitpunkt und Dosis
(Abbildung 27). Aufgetragen sind die yH2AX-Foci/Zelle gegen den Zeitpunkt nach Be-
strahlung sowie der Bestrahlungsdosis in Gy.
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Abbildung 27: Quantifizierung von DSBs anhand yH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen in
0C316- und IGROV-1-Zellen 1 h und 24 h nach Gammabestrahlung

Gezeigt sind durch yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung markierte Foci/Zelle der Tumorlinien OC316
und IGROV-1, 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1;
°p < 0,05 OC316 bzw. “p < 0,05 IGROV-1 1 h vs. 24 h nach Bestrahlung. Die MW und SD basieren
auf drei unabhangigen Versuchen, was einer Summe von circa 150 ausgewerteten Zellen pro
Zelllinie, Strahlendosis und Zeitpunkt entspricht.

Die computergestitzte Auswertung der yH2AX-Foci in den Ovarialkarzinomzelllinien
0OC316 und IGROV-1 in Abbildung 27 bildet die Auswirkung von Gammabestrahlung auf
die Ausbildung von DSBs ab. Mit steigender Strahlendosis erhdhte sich die Anzahl der
direkten (1 h) sowie der residualen (24 h) yH2AX-Foci/Zelle. Des Weiteren war die Anzahl
residualer yH2AX-Foci/Zelle 24 h nach Bestrahlung in beiden Linien signifikant geringer
als 1 h nach Bestrahlung. OC316- und IGROV-1-Zellen unterschieden sich hinsichtlich
der yH2AX-Foci/Zelle in ihrem Grundniveau (unbestrahlte Zellen) sowie in ihrem initialen
Gehalt 1 h nach 4 Gy und 8 Gy Gammabestrahlung. Die Anzahl residualer yH2AX-
Foci/Zelle, 24 h nach Bestrahlung, waren in OC316- und IGROV-1-Zellen kongruent.

Fur die beiden HNSCC-Linien SAS und FaDu war eine dosisabhangige Zunahme der
yH2AX-Foci sowie eine Reduktion 24 h nach Bestrahlung zu verzeichnen. Fir die Dosis
8 Gy ist beispielhaft fiir alle Dosen die Uberlagerung der yH2AX-Farbung mit der fiir die
Quantifizierung relevanten DAPI-Kernfarbung gezeigt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: yH2AX-Farbungen 1 h und 24 h nach Gammabestrahlung in SAS- und FaDu-
Zellen

Gezeigt sind reprasentative yH2AX-Farbungen (griin) der beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien
SAS und FaDu jeweils 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung. Fiir 8 Gy sind die yH2AX-
Farbungen inklusive die fir die Auswertung relevante mitgefiihrte DAPI-Kernfarbung (blau) gezeigt.
MaRstab 30 pm.
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Die computergestitzte Auswertung der yH2AX-Farbung der HNSCC-Zelllinien SAS und
FaDu ist in Abbildung 29 dargestellt. Es konnte eine dosisabhanige Zunahme der direkten
(1 h) sowie der residualen (24 h) yH2AX-Foci/Zelle verzeichnet werden. Obendrein redu-
zierte sich die Anzahl der initial yH2AX-markierten DSBs 24 h nach Gammabestrahlung.
Das Grundniveau (unbestrahlte Zellen) unterschied sich signifikant 24 h nach dem Trans-
port zur Strahlenquelle. Weitere Signifikanzen zwischen SAS und FaDu betrafen die
initialen Gehalt (1 h) nach 4 Gy und 8 Gy Gammabestrahlung. Hier tberstiegen die fir
SAS detektierten yH2AX-Foci/Zelle diejenigen der Linie FaDu.

604 [ SAS o#
I FaDu _*
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Abbildung 29: Quantifizierung von DSBs anhand yH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen in
SAS- und FaDu-Zellen 1 h und 24 h nach Gammabestrahlung

Gezeigt sind durch yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung markierte Foci/Zelle der Tumorlinien SAS
und FaDu, 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung. *p < 0,05 SAS vs. FaDu; °p < 0,05 SAS
bzw. “p < 0,05 FaDu 1 h vs. 24 h nach Bestrahlung. MW und SD basieren auf drei unabhangigen
Versuchen, was einer Summe von circa 150 ausgewerteten Zellen pro Zelllinie, Strahlendosis und
Zeitpunkt entspricht.

3.3 Stoffwechselmanipulation von Tumorzellen

Im folgenden Kapitel wird der Einfluss einer gentechnischen Stoffwechselmanipulation auf
den Energiestoffwechsel der Ovarialkarzinomzelllinie OC316 sowie der Einfluss bioche-
mischer Stoffwechselmanipulatoren auf den Tumorstoffwechsel, das klonogene Uberle-
ben sowie die Ausbildung und Reparatur von DNA-DSBs nach 0-8 Gy Gammabestrah-
lung und den intrazellularen Redoxstatus auf zwei Ovarial- und zwei HNSCC-Zelllinien

untersucht.
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3.3.1 Gentechnische Stoffwechselmanipulation

Die humane Ovarialkarzinomzelllinie OC316 wurde beziglich der Expression des Proteins
MCT-4 genetisch veréndert. Hierzu musste die fir MCT-4 shRNA kodierende DNA-
Sequenz in das Genom von Lentiviren kloniert und dieser Vektor mittels Transduktion in
die OC316-Tumorzellen Uberfiihrt werden. Die so genetisch veranderten Zellen wurden
als OC316 shMCT-4 bezeichnet. Die Transduktion der mitgefuhrten Kontrollzellen
0OC316 shRNA erfolgte mit selbigem viralen Vektor, jedoch exklusiv der shMCT-4 DNA-
Sequenz.

In Abbildung 30 sind exemplarische immunhistologische MCT-4-Fluoreszenzfarbungen
der Zelllinien OC316 shRNA und OC316 shMCT-4 zu sehen. Grundséatzlich war bei bei-
den Linien die Lokalisierung des Proteins auf der Zellmembran deutlich zu erkennen,
besonders bei 400facher VergroRerung. Zugleich war optisch wahrzunehmen, dass von
den transfizierten OC316 shMCT-4-Zellen im Vergleich zu den mit dem Leervektor be-
handelten Kontrollzellen OC316 shRNA ein generell schwacheres Immunfluoreszenzsig-

nal ausging.

0OC316 shRNA 0OC316 shMCT-4

- ....

Abbildung 30: MCT-4-Immunfluoreszenzfarbungen an transfizierten OC316-Zellen

Gezeigt sind exemplarische Immunfluoreszenzfarbungen von OC316 shRNA- und
0OC316 shMCT-4-Zellen in jeweils 200 und 400facher VergréRerung. Das vorwiegend membran-
standige Protein MCT-4 ist rot, Zellkerne blau (DAPI) gefarbt. Der Maf3stab der 200 und der
400fachen VergréRerungen entspricht jeweils 50 pum.

Die computergestitzte Quantifizierung der MCT-4-Immunfluoreszenzfarbungen ergab ein
signifikant geringeres Fluoreszenzsignal der OC316 shMCT-4 im Vergleich zu den Kont-
rollizellen, und zwar um 40 % + 4,4 % bei 200facher VergrofRerung und 53 % + 11,8 % bei
400facher VergroRerung (nicht grafisch dargestellt). Hieraus ist zu schliel3en, dass die
0C316 shMCT-4-Zellen eine Herunterregulation des MCT-4-Proteins erfuhren.

Das Ergebnis der Immunfluoreszenzfarbungen wurde durch drei unabhangige In-Cell
Western-Versuche bestatigt. Hierbei war die relative MCT-4-Proteinexpression bei
0OC316 shMCT-4-Zellen gegenuber den Kontrollzellen im Mittel um 27 % reduziert
(Abbildung 31A).
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AbschlieRend wurden die metabolischen Umsatzraten, ECAR und OCR der transfizierten
und mitgefihrten unbehandelten OC316- und IGROV-1-Zellen mittels des Seahorse
Extracellular Flux Analyzer XF 24/3 bestimmt (Abbildung 31B).
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Abbildung 31: MCT-4-Proteinexpression und metabolische Charakterisierung transfizierter
Ovarialkarzinomzelllinien

(A) Gezeigt sind die relativen MCT-4-Proteinexpressionen der transfizierten Zelllinien
OC316 shRNA und OC316 shMCT-4, jeweils auf a-Tubulin normiert und auf OC316 shRNA bezo-
gen. MW und SD resultieren aus drei unabhangigen Versuchen. (B) ECAR und OCR der Zelllinien
0OC316 shRNA, OC316 shMCT-4, OC316 und IGROV-1. MW aus einer Dreifachbestimmung und
SD sind dargestellt. “p < 0,05 OC316 shRNA vs. OC316 shMCT-4; *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1.

Innerhalb des Typus OC316 war kein Unterschied zwischen den transfizierten und den
unbehandelten Zellen fir den metabolischen Parameter ECAR auszumachen (Abbildung
31B). Die durch Immunfluoreszenzfarbungen und In-Cell Western detektierte Reduktion
der MCT-4—Proteinexpression fuihrte zu keiner Verdnderung der ECAR. Die unbehandel-
ten OC316-Zellen zeigten die in Abbildung 18 beschriebene signifikante Differenz der
ECAR von 50 % im Vergleich zu IGROV-1. Hingegen war die OCR signifikant unter-
schiedlich zwischen OC316 shRNA und OC316 shMCT-4. Die shMCT-4 exprimierenden
Zellen zeigten eine um 70 % erh6hte OCR gegentiber der Kontrolllinie OC316 shRNA. Im
Vergleich zu der mitgefihrten unbehandelten parentalen Zelllinie OC316 scheint die
drastische Erhdhung jedoch priméar durch eine Reduktion der OCR in OC316 shRNA
begriindet zu sein. Innerhalb der unbehandelten Zelllinien besal? IGROV-1 eine um 25 %
reduzierte OCR gegenuber OC316, was den Resultaten vorangegangener Experimente
entspricht (Abbildung 18).
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3.3.2 Dosisfindungstests biochemischer Stoffwechselmanipulatoren

Um mogliche zelltoxische Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten biochemischen
Stoffwechselmanipulatoren OXA, 2DG und ROT zu uberpriufen, wurde nach Behandlung
der Zellen mit verschiedenen Chemikalienkonzentrationen und -Kombinationen ein
Dosisfindungstest durchgefiihrt. Ziel der Dosisfindungstests war, die maximale Chemika-
lienkonzentration zu ermitteln, die im eingesetzten Zeitfenster von 2 h keine drastischen
Zelltoxizitaten aufwiesen. Angestrebt wurde eine maximale Abnahme der PE von <10 %
gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe.

Hierzu wurden Zellsuspensionen der vier verwendeten Zelllinien 2 h mit den Stoffwechsel-
inhibitoren behandelt und anschliel3end entsprechend der Klonogenitatstests ausgesat,
inkubiert und computergestitzt ausgewertet. Der PE-Dosisfindungstest wurde entspre-
chend Formel (IV) errechnet. Die ermittelten Konzentrationen, die den oben aufgefihrten
Parametern entsprachen sind in Abbildung 32 grafisch und in Tabelle 8 tabellarisch dar-

gestellt. Auf die Illustration ungeeigneter Chemikalienkonzentrationen wurde verzichtet.
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Abbildung 32: PE der vier untersuchten Tumorzelllinien nach Behandlung mit metaboli-
schen Manipulatoren

Relative PEs der Zelllinien OC316 und IGROV-1 (A) sowie SAS und FaDu (B) nach 2 h Behand-
lung mit verschiedenen metabolischen Inhibitoren. Gezeigt sind MW und SD aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen.

Da die Linien gleicher Entitdt der Vergleichbarkeit halber mit den identischen Chemika-
lienkonzentrationen behandelt werden sollten, mussten Kompromisse eingegangen wer-
den, die zu einer hoheren Abnahme der PE bei FaDu nach Behandlung mit
10 mM 2DG + 0,1 puM ROT fuhrten.

Die im Rahmen der Dosisfindungstests ermittelten maximalen Chemikalienkonzentratio-
nen und —kombinationen (Tabelle 8) wurden hauptséchlich in den folgenden Versuchen
(Kapitel 3.3.3 bis 3.3.8) verwendet.
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Tabelle 8: Eingesetzte Konzentrationen von Stoffwechselmanipulatoren
Die Tabelle zeigt die eingesetzten Konzentrationen der Stoffwechselmanipulatoren OXA, 2DG,
ROT und 2DG + ROT auf den verwendeten Zelllinien.

Zelllinie Eingesetzte Stoffwechselmanipulatoren
OXA 2DG ROT 2DG + ROT
0OC316 60 mM 20 mM 2 uM 10 mM 2DG + 50 nM ROT
IGROV-1 60 mM 20 mM 2 uM 10 mM 2DG + 50 nM ROT
SAS 60 mM 20 mM 0,5 uM 10 mM 2DG + 0,1 uM ROT
FaDu 60 mM 20 mM 0,5 uM 10 mM 2DG + 0,1 uM ROT

Hohere Dosen wurden ausschliel3lich angewandt, um die schon bei niedrigen Dosen
beobachteten biologischen Effekte zu intensivieren. Zelltoxizitaten, verbunden mit einer
Abnahme der PE > 10 %, sind jedoch bei héheren als den in Abbildung 32 bzw. Tabelle 8

aufgefiihrten Chemikalienkonzentrationen nicht auszuschliel3en.

3.3.3 Stoffwechselraten manipulierter Tumorzellen

Neben den in Abbildung 18 gezeigten basalen Raten wurde der Einfluss von drei ver-
schiedenen Stoffwechselmanipulatoren auf den Tumorstoffwechsel von OC316-,
IGROV-1-, SAS- und FaDu-Tumorzellen untersucht. Hierzu wurden sich akkumulierende
Konzentrationen von OXA, 2DG und ROT in das Medium injiziert und anschlielBend ECAR
und OCR bestimmt.

In Abbildung 33 ist der Einfluss dieser Stoffwechselinhibitoren auf den Stoffwechsel der
beiden humanen Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 zu sehen. Konzentra-
tionen >20 mM des LDH-Inhibitors OXA fuhrten zu einer signifikanten Reduktion der
ECAR um 50 % in OC316- und 60 % in IGROV-1-Zellen (Abbildung 33A). Die Injektion
von >10 mM 2DG reduzierte die ECAR signifikant in beiden Zelllinien um mindestens
50 %, 2DG Konzentrationen Uber 10 mM intensivierten die inhibierende Wirkung um bis
zu 75 % (Abbildung 33C). Die Manipulation des Komplex | der Atmungskette mit ROT
zeigte einen Trend in Richtung Erhéhung der ECAR auf, eine statistisch signifikante Aus-
wirkung konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 33E).

Die OCR wurde durch Zugabe von >20 mM OXA signifikant erhht. Besonders im Fall
der hoch-metabolischen Ovarialkarzinomzelllinie OC316 war durch die Inhibition der LDH
eine Verlagerung des Tumorstoffwechsels zu Gunsten der Oxidation von Pyruvat und
einer damit verbundenen Erhéhung der OCR um 70 % zu verbuchen. Die OCR der Linie
IGROV-1 erhdhte sich nach Zugabe von 20 mM OXA um 50 %. Eine Steigerung der
eingesetzten OXA-Konzentrationen fiuhrte zu keiner weiteren Intensivierung des Effekts
(Abbildung 33B). Der Block der Glykolyse mit 2DG bewirkte eine Zunahme der OCR, eine
statistisch signifikante Auswirkung konnte nicht detektiert werden (Abbildung 33D).
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ROT hatte einen starken inhibitorischen Effekt auf die Elektronentransportkette, schon

geringe Konzentrationen von 1 uM fihrten zu einer Reduktion der OCR um 60 % und

50 % in OC316- und IGROV-1-Zellen (Abbildung 33F).
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Abbildung 33: ECAR und OCR von OC316- und IGROV-1-Zellen unter dem Einfluss metabo-
lischer Stoffwechselmanipulatoren
(A) ECAR und (B) OCR von OC316- und IGROV-1-Zellen nach Behandlung mit OXA. (C) ECAR
und (D) OCR von OC316- und IGROV-1-Zellen nach Injektion von 2DG. (E) ECAR und (F) OCR
von OC316- und IGROV-1-Zellen nach ROT-Behandlung. Gezeigt sind MW und SD aus drei
unabhangigen Versuchen. Alle Wells wurden mittels Janus Green-Farbung normalisiert. *p < 0,05
fur behandelte Zellen vs. unbehandelte Kontrollzellen.
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In Abbildung 34 ist der Einfluss der verwendeten Stoffwechselinhibitoren auf den Metabo-
lismus der beiden humanen Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu dargestellt.
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Abbildung 34: ECAR und OCR von SAS- und FaDu-Zellen unter dem Einfluss metabolischer

Stoffwechselmanipulatoren

(A) ECAR und (B) OCR von SAS- und FaDu-Zellen nach Behandlung mit OXA. (C) ECAR und (D)
OCR von SAS- und FaDu-Zellen nach Injektion von 2DG. (E) ECAR und (F) OCR von SAS- und
FaDu-Zellen nach ROT-Behandlung. Gezeigt sind MW und SD aus drei unabhangigen Versuchen.
Alle Wells wurden mittels Janus Green-Farbung normalisiert. *p < 0,05 fur behandelte Zellen vs.

unbehandelte Kontrollzellen.
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Konzentrationen > 20 mM des LDH-Inhibitors OXA fihrten bei SAS zu einer 40%igen und
bei FaDu zu einer 50%igen Reduktion der ECAR. Signifikante Unterschiede zur un-
behandelten Kontrolle konnten bei der Tumorlinie SAS jedoch erst ab OXA-
Konzentrationen von 60 mM festgestellt werden (Abbildung 34A). Die Injektion von 2DG-
Konzentrationen > 10 mM bewirkten eine 50%ige und 45%ige Reduktion der ECAR in
SAS und FaDu. Konzentrationssteigerungen verstarkten die durch 2DG hervorgerufene
Hemmung der Glykolyse und ECAR (Abbildung 34C). Der Inhibitor des Komplex | der
Atmungskette, ROT, hatte keinen signifikanten Einfluss auf die ECAR und den
glykolytischen Flux, lediglich eine tendenzielle Erhdhung war messbar (Abbildung 34E).

Die OCR der beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien wurde durch OXA-Konzentratio-
nen > 20 mM signifikant erhdht (Abbildung 34B). 2DG Konzentrationen bewirkten eine
Intensivierung der OCR. Signifikante Effekte konnten bei SAS-Zellen erst nach einer
finalen Konzentration von 40 mM 2DG im Medienlberstand erzielt werden. OCR der
FaDu-Zellen erhohte sich bereits nach Zugabe von 5 mM 2DG signifikant um 45 %
(Abbildung 34D). Drastische Effekte erzeugte der Hemmer des Atmungskettenkomple-
xes I: 0,05 puM ROT reduzierte die OCR der hoch-metabolischen Tumorlinie SAS um
65 %. Auch die Zelllinie FaDu verzeichnete ab Konzentrationen > 0,05 pM ROT signifikant

reduzierte Sauerstoffverbrauchswerte (Abbildung 34F).

Zusammenfassend fuhrten die Stoffwechselmanipulatoren OXA und 2DG zu einer Reduk-
tion der ECAR sowie zu einer Erhéhung der OCR. Der Inhibitor der Atmungskette ROT
verringerte die OCR und erhdhte tendenziell die ECAR.

3.3.4 Laktatproduktions- und Glukoseverbrauchsraten manipulierter
Tumorzellen

In der folgenden Versuchsreihe wurde der direkte Einfluss von 60 mM OXA und 20 mM
2DG auf Laktat- und Glukosekonzentrationen in Medienlberstanden der vier Karzinom-
zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu mit dem SUPER GL2-Analysator ermittelt.

Die gemessenen Laktat- und Glukosemesswerte wurden auf die jeweilige Zellzahl bezo-
gen (pmol/Zelle) und in Abh&ngigkeit von der Zeit grafisch aufgetragen. Durch die erho-
benen Messpunkte wurden lineare Regressionsgeraden gelegt und anhand deren Stei-
gungen die Produktions- und Verbrauchsraten vor und nach Zugabe der
Stoffwechselmanipulatoren berechnet.

In Abbildung 35 ist der Einfluss des LDH-Inhibitors OXA auf die Laktatproduktion
(Abbildung 35A) und den Glukoseverbrauch (Abbildung 35B) Uber einen Zeitraum von 7 h

gezeigt. Die Laktatkonzentrationen im Medienluberstand der vier Tumorlinien stieg
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anfanglich an, analog den basalen Raten in Abbildung 19A, und knickte nach Zugabe von
60 mM OXA ab. Die Laktatproduktionsrate der Ovarialkarzinomzelllinie OC316 reduzierte
sich von anfanglichen 0,82 £ 0,10 pmol Laktat/Zelle/h innerhalb der ersten 4 h auf
0,55 + 0,24 pmol Laktat/Zelle/h nach Zugabe von 60 mM OXA, die der Linie IGROV-1 von
0,67 = 0,27 pmol/Zelle/h um Uber 50 % auf 0,31 + 0,37 pmol/Zelle/h nach Injektion von
60 mM OXA. Eine &dhnlich starke Inhibition der Laktatproduktionsrate war mit 50 % und
75 % fur die beiden Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu festzustellen.

Der Glukoseverbrauch vor und nach Zugabe von 60 mM OXA ist in Abbildung 35B ge-
zeigt. Nach einem anfénglichen geringen Abfall der Glukosekonzentration im Medien-
Uberstand stagnierte dieser nach Zugabe von 60 mM OXA. Am Beispiel OC316 reduzierte
sich die Glukosekonzentration im Medium innerhalb der ersten 4 h mit einer Rate von
1,71 + 2,05 pmol/Zelle/h. Dies fuhrte nach 4 h zu einer 14%igen Reduktion der anfanglich
im Medium gelosten Glukose. Nach Zugabe des LDH-Inhibitors blieb die

Glukosekonzentration im Medium unverandert.

B
A 7
@ —=— 0C316 @ 2504 —=—0OC316
T &1 ——IGROV-1 N —e—IGROV-1
= ——SAS 3 ——SAS
S 54 2 200
E —— FaDu s —v—FaDu 60 mM OXA
s ] =
é * 5 100
© = E
S 2 s Ll 1 1 I !
a 60 MM OXA o v
© o 504
T 1 x L
© =
- o
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit (h) Zeit (h)

Abbildung 35: Laktatproduktion und Glukoseverbrauch der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS
und FaDu unter Einfluss der Manipulation mit 60 mM OXA

In Zellkulturiiberstéanden der vier Karzinomzelllinien wurde die Laktat- und Glukosekonzentration im
Medienlberstand vor und nach Zugabe von 60 mM OXA bestimmt und auf die Zellzahl bezogen.
(A) Laktatkonzentrationen (MW und SD) aus drei unabhéangigen Versuchen. (B) Glukoseverbrauch
(MW und SD) aus drei unabhangigen Versuchen. Die Daten in Abbildung 35A+B wurden aus
denselben Proben erhoben.

Abbildung 36 zeigt die Auswirkungen von 20 mM 2DG auf die Laktatproduktion der vier
untersuchten Tumorzelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu. Bei allen vier Zelllinien
war innerhalb der ersten 4 h eine Erhéhung der im Medium geldsten Laktatkonzentration
zu verzeichnen. Die Akkumulation von Laktat im Medientberstand wurde jedoch durch
Zugabe von 20mM 2DG reduziert. Die anfangliche Laktatproduktionsrate von
0,72 £ 0,12 pmol/Zelle/h fir OC316 verringerte sich nach Zugabe von OXA um 70 % auf
0,21 + 0,44 pmol/Zelle/h, die der Linie IGROV-1 von 0,59 + 0,30 pmol/Zelle/h auf
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0,11 + 0,35 pmol/Zelle/h. Ahnlich starke Abnahmen der Laktatproduktionsraten waren bei
den Plattenepithelkarzinomzelllinien zu beobachten. Die Laktatproduktion der Linie SAS
wurde durch Zugabe von 20 mM 2DG ganzlich inhibiert, die Produktionsrate der Linie
FaDu reduzierte sich von anfanglichen 0,51 + 0,19 pmol/Zelle/h um 50 % auf 0,26 + 0,34
pmol/Zelle/h.
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Abbildung 36: Laktatproduktion der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu unter Ein-
fluss der Manipulation mit 20 mM 2DG

In Zellkulturiiberstanden der vier Karzinomzelllinien wurde die Laktatkonzentration im Medienuber-
stand vor und nach Zugabe von 20 mM 2DG bestimmt und auf die Zellzahl bezogen. Gezeigt sind
Laktatkonzentrationen (MW und SD) aus drei unabhangigen Versuchen.

Die Bestimmung der Glukosekonzentration nach Zugabe von 2DG war technisch nicht
madglich, da kein Messverfahren zur Verfligung stand, das zwischen Glukose und 2DG

unterscheiden konnte.

3.3.5 ATP-Gehalt unter dem Einfluss von Stoffwechselmanipulatoren

Zur Quantifizierung der intrazellularen ATP-Konzentration unter dem Einfluss metaboli-
scher Inhibitoren wurden die Zellen entsprechend den Ergebnissen der Toxizitatstests
(Tabelle 8) 2 h mit unterschiedlichen Konzentrationen 2DG, OXA, ROT und 2DG + ROT
behandelt. Danach erfolgten die ATP-Messungen mittels des CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay (Promega Corporation).

Bei der in Abbildung 37A+B gezeigten relativen ATP-Konzentration wurde das Messer-
gebnis einer Zelllinie pro Tumorentitat auf 100 % gesetzt (OC316 bzw. SAS).

Innerhalb der unbehandelten Kontrollzellen besal? IGROV-1 einen signifikant geringeren
intrazellularen ATP-Gehalt als OC316 (Abbildung 20 und Abbildung 37A). 60 mM OXA

fuhrte ausschlief3lich bei der metabolisch hochaktiven Linie OC316 zu einem signifikanten
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Abfall der ATP-Konzentration und blieb bei IGROV-1 wirkungslos. Die Injektion von
20 mM 2DG fuhrte bei OC316 zu einem 50%igen Abfall von ATP. Das intrazellulare ATP
der Linie IGROV-1 reduzierte sich bei gleicher 2DG-Behandlung um 35 %. Die Zugabe
von 2 yM ROT hatte keine Auswirkung auf den intrazellularen ATP-Gehalt der beiden
Ovarialkarzinomzelllinien. Eine Behandlung mit 10 mM 2DG + 50 nM ROT bewirkte bei
OC316 eine 50%ige und bei der Linie FaDu eine 35%ige Reduktion intrazellularen ATPs.
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Abbildung 37: Relative ATP-Konzentration der vier Tumorzelllinien unter dem Einfluss
metabolischer Inhibitoren

Gezeigt ist die relative intrazellulare ATP-Konzentration der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und
FaDu nach 2 h Behandlung mit metabolischen Inhibitoren. Eine Zelllinie pro Entitat (OC316 bzw.
SAS) wurde auf 100 % gesetzt. Gezeigt sind MW und SD aus sechs unabhéngigen Versuchen.
*p < 0,05 OC316 bzw. SAS; “p < 0,05 IGROV-1 bzw. FaDu signifikant unterschiedlich zur Kontrolle;
°p < 0,05 Kontrollen signifikant unterschiedlich.

Die unbehandelten Plattenepithelkarzinomzelllinien SAS und FaDu wiesen ein ahnliches
intrazellulares ATP-Niveau auf (Abbildung 20 und Abbildung 37B). 60 mM OXA reduzierte
den ATP-Gehalt in beiden HNSCCs signifikant um durchschnittlich 50 %. Nach Zugabe
von 20 mM 2DG reduzierte sich ATP in SAS um 43 % und um 26 % in der Linie FaDu.
ROT hatte keinen Einfluss auf die intrazellulare ATP-Konzentration. Die kombinierte An-
wendung von 10 mM 2DG + 0,1 uM ROT wirkte nur auf SAS mit einer statistisch signifi-
kanten Reduktion von 33 % gegeniiber den Kontrollzellen. FaDu-Zellen erreichten eine

identische Reduktion, jedoch auf Grund der héheren SD ohne statistische Signifikanz.

3.3.6 Quantifizierung von Oz-Anionen nach UV-A Bestrahlung bzw. Behand-
lung mit 2DG + ROT

Die in Tumorzellen nach UV-Bestrahlung oder nach Behandlung mit verschiedenen Do-
sen 2DG + ROT gebildete Menge an O,-Anionen wurde mit Hilfe der Chemikalie
Dihydroethidium (DHE) visualisiert.
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In diesem Versuchsansatz musste auf UV-A-Strahlung zuriickgegriffen werden, da die
Nutzung der Gammastrahlenquelle mit Transportzeiten von mindestens 30 min fir Frage-
stellungen hinsichtlich der direkten Strahlenantwort von Zellen nicht praktikabel war.

In Abbildung 38 sind exemplarische DHE-Farbungen der vier untersuchten Tumorzellli-
nien nach 0, 2, 4 und 8 min UV-A Bestrahlung (312 nm) dargestellt. Optisch war eine
Zunahme der Fluoreszenzintensitat und infolgedessen eine Zunahme der O,-Anionen

durch eine Intensivierung der UV-A Bestrahlungszeit zu verzeichnen.
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Abbildung 38: DHE-Farbung der vier Tumorzelllinien nach 0-8 min UV-A Bestrahlung
Gezeigt sind exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen DHE-gefarbter Zellen nach
0-8 min UV-A Bestrahlung. Die Intensitat der Rotfarbung fungiert als Indikator fir O,-Anionen und
korreliert mit der UV-A Bestrahlungszeit. Maf3stab 30 pum.
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Die optische Wahrnehmung, Zunahme der Fluoreszenzintensitat durch Erhéhung der
UV-A Bestrahlungszeit, wurde durch eine computergestiitzte Auswertung tendenziell
bestatigt. Die in Abbildung 39 dargestellten MW der Fluoreszenzintensitét aus vier unab-
hangigen Versuchen, normiert auf die nicht bestrahlten Kontrollzellen, korrelierten mit der
UV-A Bestrahlungsdauer. Im direkten Vergleich zwischen unbestrahlten Kontrollzellen
und Zellen nach 8 min UV-A Bestrahlung war bei allen vier Tumorzelllinien eine Zunahme
der O, -Level zwischen 30 % OC316 und 70 % IGROV-1 (p= 0,069) zu verzeichnen. Auf

Grund hoher SD konnte jedoch keine statistisch signifikante Aussage getroffen werden.
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Abbildung 39: Relative O, -Anionen-Level nach 0-8 min UV-A Bestrahlung

Gezeigt ist der relative intrazelluldare O, -Anionen-Level nach 0-8 min UV-A Bestrahlung. Die Men-
ge des Fluoreszenzsignals wurde mittels einer DAPI-Kernfarbung auf die jeweilige Zellkernflache
pro Bild normiert. Die nicht bestrahlten Kontrollzellen wurden auf 100 % gesetzt. MW und SD aus

drei unabhangigen Versuchen mit jeweils fiinf ausgewerteten Einzelaufnahmen pro Linie und Dosis
sind dargestellt.

In Abbildung 40 sind exemplarische DHE-Farbungen der vier untersuchten Tumorzellli-
nien nach zweistindiger Inkubation in 1 mM 2DG+5nM ROT sowie 10 mM
2DG + 50 nM ROT gezeigt. Die zweistindige Inkubation der untersuchten Zelllinien in
10 mM 2DG + 50 nM ROT erhohte den Gehalt an O, -Anionen und fihrte somit zu einer
Intensivierung der DHE-Farbung.
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Abbildung 40: DHE-Farbung der vier Tumorzelllinien unter dem Einfluss von 2DG + ROT
Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der DHE-gefarbten Zelllinien
nach zweistindiger Inkubation mit einer Kombination aus 1 mM 2DG + 5 nM ROT bzw. 10 mM
2DG + 50 nM ROT. Der MaR3stab entspricht 30 pm.

Die computergestiitzte Auswertung von drei unabhdngigen Versuchen mit jeweils funf
Einzelaufnahmen pro Linie und Dosis ist in Abbildung 41 dargestellt. In allen vier verwen-
deten Zelllinien fuhrte eine 2 h Inkubation in 10 mM 2DG + 50 nM ROT zu einer Zunahme
der O, -Level gegentiber einer 2 h Inkubation in 1 mM 2DG + 5 nM ROT. Eine statistisch

signifikante Erhdhung konnte jedoch nur fir die Zelllinie FaDu errechnet werden.
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Abbildung 41: Relative O, -Anionen-Level nach Behandlung mit 2DG + ROT

Gezeigt ist der relative intrazellulare O, -Anionen-Level nach zweistlindiger Inkubation mit 1 mM
2DG +5nM ROT sowie 10 mM 2DG + 50 nM ROT. Das Fluoreszenzsignal wurde mittels einer
DAPI-Kernfarbung auf die jeweilige Kernflache pro Bild normiert. Die Dosis 1 mM 2DG + 5 nM ROT
wurde auf 100 % gesetzt. MW und SD aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils finf ausge-
werteten Einzelaufnahmen pro Zelllinie und Dosis sind dargestellt *p < 0,05 10 mM 2DG + 50 nM
ROT vs. 1 mM 2DG + 5 nM ROT.
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Abschlie3end ist festzuhalten, dass die durch Intensivierung der UV-A Bestrahlungsdauer
erzeugte Zunahme an O, -Anionen mittels DHE-Farbung detektier- und visualisierbar war.
Des Weiteren konnte eine Erhdhung der O,-Anionen nach zweistiindiger Inkubation in
10 mM 2DG + 50 nM ROT im Vergleich zu 1 mM 2DG + 5 nM ROT belegt werden.

3.3.7 Klonogenes Uberleben nach Gammabestrahlung und Zugabe metabo-
lischer Inhibitoren

Mit dem Ziel, die Strahlenantwort der vier untersuchten Tumorzelllinien zu manipulieren,
wurden 2 Gy Gammastrahlung mit verschiedenen metabolischen Inhibitoren, entspre-
chend den in Tabelle 8 aufgefiihrten Konzentrationen, kombiniert.

Das klonogene Uberleben der Ovarialkarzinomzelllinie OC316 wurde durch die jeweilige
Zugabe der biochemischen Stoffwechselmanipulatoren 60 mM OXA, 20 mM 2DG, 2 pM
ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT jeweils in Kombination mit 2 Gy Gammabestrahlung
signifikant gegentber den nur mit 2 Gy bestrahlten Kontrollzellen reduziert. Auf die Linie
IGROV-1 wirkte nur die Kombinationsbehandlung von 10 mM 2DG + 50 nM ROT und
2 Gy Gammastrahlung signifikant reduzierend im Vergleich zu den mitgefiihrten Kontrol-
len. 20 MM 2DG und 2 pM ROT fihrten bei IGROV-1 lediglich zu einer tendenziellen

Abnahme des relativen klonogenen Uberlebens (Abbildung 42).
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Abbildung 42: SF von OC316- und IGROV-1-Tumorzellen nach 2 Gy Gammabestrahlung in
Kombination mit metabolischen Inhibitoren

SF der Linien OC316 und IGROV-1 nach 2 Gy Gammabestrahlung mit simultaner Inkubation
metabolischer Inhibitoren. MW und SD aus drei unabhangigen Versuchen sind gezeigt. *p < 0,05
Kombinationsbehandlung (Inhibitoren + 2 Gy) vs. nur mit 2 Gy bestrahlte Kontrollzellen.
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Das klonogene Uberleben der hoch-metabolischen OC316-Zellen konnte im Vergleich zu
den niedrig-metabolischen IGROV-1-Zellen durch Zugabe aller getesteten Chemikalien in
Kombination mit jeweils 2 Gy Gammastrahlung signifikant reduziert werden. Der grofite
strahlensensibilisierende Effekt bei beiden Ovarialkarzinomzelllinien bewirkte die Zugabe
von 10 mM 2DG + 50 nM ROT in das Zellkulturmedium (Abbildung 42).

Das klonogene Uberleben der SAS-Tumorzellen konnte durch Zugabe von 20 mM 2DG,
0,5 uM ROT und 10 mM 2DG + 0,1 pM ROT jeweils in Kombination mit 2 Gy Gammabe-
strahlung nicht signifikant gegentiber den nur mit 2 Gy bestrahlten Kontrollzellen reduziert
werden (Abbildung 43). Lediglich FaDu-Tumorzellen wiesen eine signifikante Reduktion
des klonogenen Uberlebens nach Behandlung mit 2 Gy Gammabestrahlung und 20 mM

2DG gegentiber den mit 2 Gy bestrahlten Kontrollen auf.
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Abbildung 43: SF von SAS- und FaDu-Tumorzellen nach 2 Gy Gammabestrahlung in Kom-
bination mit metabolischen Inhibitoren

SF der Linien SAS und FaDu nach 2 Gy Gammabestrahlung mit simultaner Inkubation metaboli-
scher Inhibitoren. MW und SD aus drei unabhangigen Versuchen sind gezeigt. *p < 0,05 Kombina-
tionsbehandlung (Inhibitoren + 2 Gy) vs. nur mit 2 Gy bestrahlte Kontrollzellen.

Die Plattenepithelkarzinomzelllinien in Abbildung 43 zeigten ein generell geringeres An-
sprechen auf die Kombinationsbehandlung von 2 Gy Gammabestrahlung plus Stoffwech-

selinhibitoren im Vergleich zu den nur mit 2 Gy bestrahlten Kontrollen.
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3.3.8 Bildung von yH2AX-Foci unter Gammabestrahlung und dem Einfluss
metabolischer Inhibitoren

Im Folgenden ist der Einfluss von 60 mM OXA, 20 mM 2DG, 2 uM ROT sowie 10 mM
2DG + 50 nM ROT auf die Ausbildung von yH2AX-markierten DSBs in Ovarialkarzinom-
zelllinien ohne Bestrahlung zu sehen.

Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen fuhrte kein Stoffwechselinhibitor, nach
einer Inkubationszeit von 2 h, per se zu einer signifikanten Erhéhung von DSBs, weder
1 h noch 24 h nach Behandlung. Die nicht inhibierten Kontrollzellen wurden auf 100 %
gesetzt (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Quantifizierung von DSBs mittels yH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen unter
dem Einfluss von Stoffwechselmanipulatoren ohne Bestrahlung

Dargestellt sind durch yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung markierte Foci/Zelle der Tumorlinien
0OC316 und IGROV-1 1 h und 24 h nach zweistlindiger Behandlung mit 60 mM OXA, 20 mM 2DG,
2 uM ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT. Die nicht inhibierten Kontrollzellen wurden auf 100 %
gesetzt. Die gezeigten MW und SD basieren auf drei unabhangigen Versuchen, was einer Summe
von circa 150 ausgewerteten Zellen pro Zelllinie, Behandlung und Zeitpunkt entspricht.

In weiterfihrenden Versuchen wurden die unter Abbildung 44 verwendeten metabolischen
Inhibitoren mit Gammastrahlung in den Dosen 0-8 Gy kombiniert. Hierzu wurden die
Zellen 1 h mit den Stoffwechselmanipulatoren inkubiert, bestrahlt, und fur eine weitere
Stunde inkubiert. Darauf folgte die Farbung 1 h bzw. 24 h nach Fortsetzung der Inku-
bation in Normalmedium.

In Abbildung 45 ist die Auswirkung einer kombinierten Strahlen- und Stoffwechselmanipu-
lator-Behandlung auf die Tumorzelllinie OC316 dargestellt. Unabhangig der Zugabe von
Manipulatoren ist eine positive Korrelation der yH2AX-Foci/Zelle und der Strahlendosis

1 h und 24 h nach Behandlung zu erkennen.
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Des Weiteren ist unabhangig von der Strahlendosis und der zugesetzen Chemikalie nach
weiteren 24 h Inkubation eine drastische Reduktion der Foci/Zelle im Vergleich zur initia-
len Foci-Menge zu verzeichnen.

Die Zugabe von 60 mM OXA in Kombination mit Gammabestrahlung fuhrte zu keiner
Erhohung der yH2AX-Foci/Zelle im Vergleich zu den lediglich bestrahlten Kontrollen.
Partiell konnte durch 60 mM OXA eine signifikante Reduktion der Foci detektiert werden.
Die Behandlung mit 20 mM 2DG, 2 uM ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT jeweils in
Kombination mit Gammabestrahlung fuhrte zu einer Zunahme der yH2AX-Foci/Zelle im
Vergleich zu den mit gleicher Dosis bestrahlten, jedoch ohne zusétzliche Behandlung mit
Stoffwechselmanipulatoren mitgefuhrten Kontrollen. Dieser Effekt konnte sowohl 1 h als

auch 24 h nach Bestrahlung bestatigt werden.
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Abbildung 45: Quantifizierung von DSBs mittels yH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen in
0OC316-Zellen unter dem Einfluss von metabolischen Inhibitoren nach Gammabestrahlung
Gezeigt sind yH2AX-Foci/Zelle bestrahlter und unbestrahlter OC316-Zellen unter dem Einfluss von
60 mM OXA, 20 mM 2DG, 2 uM ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT im Vergleich zu nicht meta-
bolisch manipulierten Zellen (Kontrolle) 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung. *p < 0,05
mit Stoffwechselmanipulatoren und Gammabestrahlung behandelte Zellen vs. Kontrollzellen nach
gleicher Strahlendosis ohne Zugabe von Manipulatoren. Die gezeigten MW und SD basieren auf
drei unabhéngigen Versuchen, was einer Summe von circa 150 ausgewerteten Zellen pro Zelllinie,
Behandlung und Zeitpunkt entspricht.

Die Auswirkungen von verschiedenen Stoffwechselmanipulatoren auf die durch Gamma-
bestrahlung induzierten yH2AX-Foci/Zelle sind in Abbildung 46 fir die Ovarialkarzinom-
zelllinie IGROV-1 gezeigt.

82



ERGEBNISSE

Die Strahlendosis korreliert positiv mit der Anzahl induzierter sowie residualer yH2AX-
Foci/Zelle. Der durch ablaufende Reparaturprozesse bedingte Rickgang initialer DSB ist
24 h nach Behandlung in Form einer reduzierten Foci-Anzahl pro Zelle erkenntlich, unab-
hangig von der verwendeten Strahlendosis und Zugabe von biochemischen Inhibitoren.

Die Zugabe von 60 mM OXA fiihrte zu keiner Steigerung der yH2AX-Foci/Zelle, nach
8 Gy erfolgte eine signifikante Reduktion gegentiber den Kontrollzellen. Die Zugabe von
20 mM 2DG, 2 puM ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT fihrte zu einer Erh6hung der
durch Gammastrahlung induzierten Foci/Zelle, im Vergleich zu den bestrahlten aber nicht
manipulierten Kontrollzellen, 1 h sowie 24 h nach Bestrahlung. Dieser Effekt relativierte

sich unter Verwendung hoher Strahlendosen (8 Gy).
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Abbildung 46: Quantifizierung von DSBs mittels yH2AX-Immunfluoreszenzfarbungen in
IGROV-1-Zellen unter dem Einfluss von metabolischen Inhibitoren nach Gammabestrahlung
Gezeigt sind yH2AX-Foci/Zelle bestrahlter und unbestrahlter IGROV-1-Zellen unter dem Einfluss
von 60 mM OXA, 20 mM 2DG, 2 uM ROT oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT im Vergleich zu nicht
metabolisch manipulierten Zellen (Kontrolle) 1 h und 24 h nach 0-8 Gy Gammabestrahlung.
*p < 0,05 mit Stoffwechselmanipulatoren und Gammabestrahlung behandelte Zellen vs. Kontroll-
zellen nach gleicher Strahlendosis ohne Zugabe von Manipulatoren. Die gezeigten MW und SD
basieren auf drei unabhéngigen Versuchen, was einer Summe von circa 150 ausgewerteten Zellen
pro Zelllinie, Behandlung und Zeitpunkt entspricht.

Fur die beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 fiihrte eine Behandlung mit
Stoffwechselmanipulatoren bei gleichzeitiger Gammabestrahlung zu einer signifikanten
Anderung der induzierten sowie residualen yH2AX-Foci/Zelle im Vergleich zu den be-

strahlten aber nicht stoffwechselmanipulierten Kontrollzellen.
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Die Injektion von 60 mM OXA fuhrte nur partiell zu einer Reduktion der Foci/Zelle, wohin-
gegen die Zugabe von 20 mM 2DG oder 10 mM 2DG + 50 nM ROT vorwiegend und
dosisubergreifend zu einer statistisch signifikanten Erh6hung der yH2AX markierten DSBs
fuhrte (Abbildung 45 und Abbildung 46).

Auf Grund des geringen Ansprechens der Plattenepithelkarzinomzelllinien auf die Kombi-
nationsbehandlung von 2 Gy Gammabestrahlung plus Stoffwechselinhibitoren (Abbildung
43) wurde auf die yH2AX-Farbung verzichtet.

3.4 Charakterisierung von Experimentaltumoren

3.4.1 Immunfluoreszenzfarbungen stoffwechselrelevanter Proteine

Die Untersuchungen der Proteinexpressionsmuster glykolytischer und energiestoffwech-
selrelevanter Proteine von humanen Experimentaltumoren erfolgten mittels immunhistolo-
gischer Fluoreszenzfarbung. Hierzu wurden 10 pm dicke Kryoschnitte von Xenografts der
Tumorlinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu mit spezifischen Antikdrpern gerichtet
gegen die Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4, CA-IX, PDH-E1f, COX-IV, PK-M2 und
LDH-A inkubiert und anschlielend fluoreszenzmarkiert. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen wurden bei 50 und 400facher Vergréf3erung vorgenommen. Die Auswertung
der Fluoreszenzintensitat erfolgte sowohl optisch als auch computergestiitzt. Aufgrund
des geringen Aufldsungsvermdgens bei 50facher VergrofRerung und damit einhergehen-
dem Verlust der Detailgenauigkeit war eine computergestitzte Quantifizierung auf die
400fache VergrofRerung beschrankt.

Abbildung 47 und Abbildung 48 zeigen reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der
beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 bei 50 und 400facher Vergrolie-
rung. Die Fluoreszenzintensitaten der untersuchten Proteine sind bei OC316- im Ver-
gleich zu IGROV-1-Tumoren héher oder ahnlich stark ausgepragt.

Optisch ist dieser Unterschied bei den Proteinen GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und CA-IX
deutlich zu erkennen (Abbildung 47). Fur PDH-E1f, COX-IV, PK-M2 und LDH-A konnte
hingegen nur ein geringer oder kein optischer Unterschied wahrgenommen werden
(Abbildung 48). Konsolidiert wird diese optische Beurteilung durch die computergestitzte

Auswertung der immunhistologischen Fluoreszenzfarbungen (Abbildung 49).
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Abbildung 47: Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und CA-IX
an Schnitten von OC316- und IGROV-1-Experimentaltumoren

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und
CA-I1X von OC316-und IGROV-1-Experimentaltumoren in 50 und 400facher Vergro3erung. Die
Farbungen wurden an 10 um dicken Gefrierschnitten durchgefiihrt. Der MaRstab der 50fachen
VergroRerungen entspricht jeweils 300 um, der der 400fachen VergrofZerungen jeweils 40 pm.
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Abbildung 48: Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine PDH-E1B, COX-IV, PK-M2 und
LDH-A an Schnitten von OC316- und IGROV-1-Experimentaltumoren

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine PDH-E1f3, COX-1V, PK-M2
und LDH-A von OC316- und IGROV-1-Experimentaltumoren in 50 und 400facher Vergro3erung.
Die Farbungen wurden an 10 um dicken Gefrierschnitten durchgefiihrt. Der Maf3stab der 50fachen
VergrofRerungen entspricht jeweils 300 um, der der 400fachen VergrofZerungen jeweils 40 pm.
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Die computergestutzte Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten ist fir die Experimen-
taltumoren der humanen Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 in Abbildung 49
dargestellt. Die Menge des vom Zielprotein ausgehenden Fluoreszenzsignals wurde
mittels einer DAPI-Kernfarbung auf die jeweilige Tumor-Zellkernflache pro Kryoschnitt
normalisiert. Pro Experimentaltumor wurde die Proteinexpression in funf unterschiedlichen
Sektoren ausgewertet und gemittelt. Gezeigt sind die MW und SD aus jeweils zehn
OC316- und IGROV-1-Experimentaltumoren (N= 10 Tumoren; n= 50 Sektoren).
OC316-Tumoren zeigen bei allen untersuchten Proteinen ein hdheres Proteinexpressi-
onsmuster als IGROV-1-Tumoren. Statistisch signifikante Unterschiede konnten fir die
Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und CA-IX detektiert werden. Hierbei ragte das Protein
MCT-4 mit einer um den Faktor zwei erhdhten Proteinexpression gegenuber IGROV-1-
Tumoren deutlich heraus.
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Abbildung 49: Relative Expression stoffwechselrelevanter Proteine von Immunfluoreszenz-
farbungen an Kryoschnitten aus OC316- und IGROV-1-Xenografts

Die relative Proteinexpression des vom Zielprotein ausgehenden Fluoreszenzsignals wurde Uber
zehn OC316- und IGROV-1-Experimentaltumoren (N= 10 Tumoren; n= 50 Sektoren) gemittelt, auf
IGROV-1 (= 100 %) bezogen, und inklusive SD aufgetragen. *p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1.

Exemplarische Immunfluoreszenzfarbungen der beiden humanen Plattenepithelkarzinom-
zelllinien SAS und FaDu sind bei 50 und 400facher VergréRerung in Abbildung 50 und
Abbildung 51 gezeigt. Optisch detektierbare Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat
beschrankten sich auf die Proteine COX-IV und PK-M2. Fur alle weiteren untersuchten
Proteine waren keine Unterschiede zwischen SAS- und FaDu-Tumoren wahrzunehmen.
Die optische Beurteilung der mikroskopischen Aufnahmen wurde durch die computerge-
stitzte Quantifizierung (Abbildung 52) bestétigt.
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Abbildung 50: Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und CA-IX
an Schnitten von SAS- und FaDu-Experimentaltumoren

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine GLUT-1, MCT-1, MCT-4 und
CA-I1X von SAS- und FaDu-Experimentaltumoren in 50 und 400facher VergréRerung. Die Farbun-
gen wurden an 10 um dicken Gefrierschnitten durchgefiihrt Der Maf3stab der 50fachen VergroRe-
rungen entspricht 300 um, der der 400fachen Vergrof3erungen jeweils 40 pm.
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Abbildung 51: Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine PDH-E1B, COX-IV, PK-M2 und
LDH-A an Schnitten von SAS- und FaDu-Experimentaltumoren

Gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der Proteine PDH-E1f3, COX-1V, PK-M2
und LDH-A von SAS- und FaDu-Experimentaltumoren in 50 und 400facher Vergrof3erung. Die
Farbungen wurden an 10 um dicken Gefrierschnitten durchgefiihrt. Der MaRstab der 50fachen
VergroRerungen entspricht jeweils 300 um, der der 400fachen VergrofZerungen jeweils 40 pm.

Die computergestiitzte Auswertung der Proteinexpressionsmuster der beiden HNSCC-
Experimentaltumorgruppen SAS und FaDu basiert auf dem MW und SD von jeweils funf

SAS- und funf FaDu-Tumoren. Pro Tumor wurden funf unterschiedliche Sektoren
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ausgewertet und gemittelt (N=5 Tumoren; n=25 Sektoren). Des Weiteren wurde die
Menge des vom Zielprotein ausgehenden Fluoreszenzsignals mittels einer DAPI-
Kernfarbung auf die jeweilige Tumor-Zellkernflache pro Kryoschnitt normalisiert.
Signifikant hohere Fluoreszenzintensitdten von SAS-Tumoren konnten mit 43 % fur
PK-M2 sowie 50 % fir CA-IX lediglich fur zwei der acht untersuchten Proteine festgestellt
werden. Jedoch war bei SAS-Tumoren ein Grof3teil der untersuchten Proteine, ausge-
nommen PDH-E1B und CA-IX, tendenziell starker exprimiert, wenn auch statistisch nicht
signifikant (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Relative Expression stoffwechselrelevanter Proteine von Immunfluoreszenz-
farbungen an Kryoschnitten aus SAS- und FaDu-Xenografts

Die relative Proteinexpression des vom Zielprotein ausgehenden Fluoreszenzsignals wurde Uber
finf SAS- und FaDu-Experimentaltumoren (N=5 Tumoren; n= 25 Sektoren) gemittelt, auf FaDu
(= 100 %) bezogen, und inklusive SD aufgetragen. *p < 0,05 SAS vs. FaDu.

3.4.2 Metabolische Charakterisierung mittels imBI

Experimentaltumoren der Zelllinien OC316, IGROV-1, SAS und FaDu wurden hinsichtlich
ihres ATP-, Laktat-, Glukose- und Pyruvat-Gehalts analysiert. Hierzu diente die Methode
des induced metabolic Bioluminescence Imagings (imBl). Sie ermdglicht die quantitative
und regionale Bestimmung von verschiedenen Metaboliten in Gefrierschnitten.

Abbildung 53 zeigt reprasentative H&E-Farbungen sowie falschfarbenkalibrierte
Biolumineszenzaufnahmen der Metabolite ATP, Laktat, Glukose und Pyruvat der OC316-,
IGROV-1-, SAS- und FaDu-Xenografts. Innerhalb der Biolumineszenzaufnahmen sind die
untersuchten Metabolite ungleichmallig verteilt. Aul3erdem unterscheiden sich die

Metabolite drastisch zwischen den untersuchten Experimentaltumoren.
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Die ATP Biolumineszenz-Intensitat sowie die mitgefihrte H&E-Farbung wurden als Indika-
toren flr vitales Tumorgewebe herangezogen, um nekrotische und bindegewebsartige
Areale zu detektieren und die computergestitzte Auswertung von Laktat, Glukose und
Pyruvat exklusiv auf vitales Gewebe zu beschranken (weil3e Linie).

Laktat Glukose Pyruvat

0OC316

IGROV-1

FaDu

Imm

ATP Lactate Glucose Pyruvate
(umol/g) (umol/g) (Hmol/g) (umol/g)
<03 <20 <1,0 <01
0,3-0,6 2,0-4,0 1,0-2,0 0,1-0,2
0,6-0,9 4,0-6,0 2,0-3,0 0,2-0,3
09-1,2 6,0-8,0 3,0-4,0 0,3-04
1,2-1,6 8,0-10,0 4,0-5,0 0,4-0,5
1,6-1,9 10,0-12,0 5,0-6,0 0,5-0,6
19-21 12,0-14,0 6,0-7,0 0,6-0,7
21-24 14,0-16,0 7,0-8,0 0,7-0,8
24-27 16,0-18,0 8,0-9,0 0,8-1,0
>2,7 >18,0 >9,0 >1,0

Abbildung 53: H&E-Farbungen und falschfarbenkalibrierte Biolumineszenzaufnahmen von
0C316-, IGROV-1-, SAS- und FaDu-Xenografts

Gezeigt sind reprasentative H&E-Farbungen wund falschfarbenkalibrierte Biolumineszenz-
aufnahmen der Metabolite ATP, Laktat, Glukose und Pyruvat der OC316-, IGROV-1-, SAS- und
FaDu-Xenografts. Die im Rahmen der imBI ermittelte Metabolitverteilung im Tumorschnitt (umol/g)
wurde farblich kodiert. Schwarze Linie: Umriss des gesamten Schnittes; wei8e Linie: Umriss des
vitalen Tumorgewebes.
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Der von Abbildung 53 ausgehende optische Eindruck eines ungleichen Metabolitgehalts
zwischen den vier Experimentaltumorgruppen wurde durch die computergestitzte Aus-
wertung des gesamten Tumorkollektivs von jeweils 15 Tumoren der Linien OC316 und
IGROV-1 sowie funf Tumoren der Linien SAS und FaDu bestétigt (Abbildung 54).
OC316-Tumoren wiesen einen signifikant héheren ATP- und Laktat-Gehalt als entspre-
chende IGROV-1-Tumoren auf (Abbildung 53 und Abbildung 54A+C). Entgegengesetzt
war der Glukosegehalt in OC316-Tumoren signifikant niedriger (Abbildung 53 und Abbil-
dung 54B). Die Pyruvatkonzentrationen waren in OC316- und IGROV-1-Tumoren &ahnlich,
was dafir spricht, dass Pyruvat als Durchflussmetabolit nicht im Tumorgewebe akkumu-
liert (Abbildung 53 und Abbildung 54D).
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Abbildung 54: Metabolitmessungen von OC316-, IGROV-1-, SAS- und FaDu-Xenografts
mittels imBI

(A) ATP-, (B) Glukose-, (C) Laktat- und (D) Pyruvat-Gehalte von OC316-, IGROV-1-, SAS- und
FaDu-Xenografts. Die Auswertung der Metabolitmessungen erfolgte in jeweils drei Kryoschnitten
pro Xenograft ausschlieZlich in vitalem Tumorgewebe. 15 Xenografts der Tumorlinien OC316 und
IGROV-1 (N=15 Tumoren; n=45 Kryoschnitte) sowie finf Tumoren der Linien SAS und FaDu
(N=5 Tumoren; n= 15 Kryoschnitte) wurden analysiert. Die durchgefiihrten Pyruvatmessungen
beschrankten sich auf jeweils finf OC316- und IGROV-1-Tumoren (N=5 Tumoren; n=15
Kryoschnitte). Gezeigt sind MW (Quadrat), Median (Strich), SD (Box) sowie Minimal- und Maxi-
malwerte (Whisker).*p < 0,05 OC316 vs. IGROV-1 und SAS vs. FaDu.
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Die aus den HNSCC-Zelllinien SAS und FaDu generierten Tumoren unterschieden sich
hinsichtlich ihres ATP- und Laktatgehalts. SAS-Tumoren zeigten im Vergleich zu FaDu-
Tumoren einen niedrigeren ATP-, aber hdheren Laktatgehalt (Abbildung 53 und Abbildung
54A+C). Der Glukosegehalt war in beiden Linien nicht unterschiedlich (Abbildung 53 und
Abbildung 54B). Pyruvatmessungen wurden bei SAS- und FaDu-Tumoren nicht durchge-
fuhrt.

3.4.3 Nachweis von Oz-Anionen

Die in humanen Experimentaltumoren vorhandene Konzentration an O,-Anionen wurde
durch die Chemikalie DHE visualisiert. In Abbildung 55 sind reprasentative DHE-
Farbungen, Ubersichts- und Detailaufnahmen von OC316-, IGROV-1-, SAS- und FaDu-
Experimentaltumoren sowie die Ergebnisse der computergestitzten Auswertung des

gesamten Tumorkollektivs dargestellt.
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Abbildung 55: O, -Anionen-Level von OC316-, IGROV-1-, SAS- und FaDu-Xenografts

Gezeigt sind exemplarische Ubersichts- und Detailaufnahmen von DHE-Farbungen an OC316-,
IGROV-1-, SAS- und FaDu-Xenografts sowie MW und SD der computergestiitzten Quantifizierung
des gesamten Tumorkollektivs. Pro Tumor wurde ein Schnitt erstellt und innerhalb dieses finf
unterschiedliche Sektoren ausgewertet. Untersucht wurden zehn OC316- und IGROV-1-
Experimentaltumoren (N= 10 Tumoren; n= 50 Sektoren) sowie fiinf SAS- und FaDu-Tumoren (N=5
Tumoren; n= 25 Sektoren). Gezeigt sind MW (Quadrat), Median (Strich), SD (Box) sowie Minimal-
und Maximalwerte (Whisker) aus mindestens drei unabhangigen Experimenten. *p < 0,05 OC316
vs. IGROV-1 und SAS vs. FaDu. MaRstab der Ubersichtsaufnahmen: 1 mm; MaRstab der Detail-
aufnahmen: 50 pm.

93



ERGEBNISSE

Schon die rein visuelle Auswertung ergab deutliche Unterschiede in der Fluoreszenzin-
tensitdt zwischen den vier Experimentaltumorgruppen. Die metabolisch hoch aktiven
0OC316-Xenografts sowie die Experimentaltumoren der Linie SAS zeigten im Vergleich zu
IGROV-1- und FaDu-Tumoren einen hdheren Gehalt an O, -Anionen (Abbildung 55).
Dieser optische Eindruck wurde durch die computergestiitzte Auswertung des gesamten
Tumorkollektivs und die durchgefiihrten Signifikanztests bestétigt. Kryoschnitte von
0OC316- und SAS-Xenografts wiesen signifikant mehr intrazelluldare O, -Anionen auf als
IGROV-1 und FaDu. Die gezeigten MW und SD basieren auf jeweils zehn OC316- und
IGROV-1-Xenografts (N= 10 Tumoren; n=50 Sektoren) sowie auf finf SAS- und FaDu-
Xenografts (N=5 Tumoren; n=25 Sektoren). Die Menge des vom DHE ausgehenden
Fluoreszenzsignals wurde mittels DAPI-Kernfarbung auf die jeweilige Tumor-

Zellkernflache pro Kryoschnitt normalisiert.

Die invivo erzielten Ergebnisse sind beziiglich Tumormetabolismus, Proteinexpression
und Redoxstatus grof3tenteils kongruent zu den in vitro gewonnen Daten. Das etablierte
Mausmodell dient somit als Grundlage fir weiterfihrende Versuche unter Verwendung

biochemischer Stoffwechselmanipulatoren in vivo.
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4 DISKUSSION

Das durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) geférderte Projekt der experi-
mentellen Krebsforschung mit dem Titel ,Untersuchungen zur Wechselbeziehung zwi-
schen Proteom, Energiestoffwechsel, Redoxstatus und Radiosensibilitdt von Tumorzellen
in vitro und in vivo* (SA1749/3-1), ist Grundlage der vorliegenden naturwissenschaftlichen
Doktorarbeit. Im Rahmen dieses Projektes wurde neben der Charakterisierung des Tu-
mormikromilieus auf Zell- und Tumorebene die Hypothese uberprift, wonach eine hohe
glykolytische Aktivitat in Tumorzellen zu einer Anreicherung von antioxidativen Interme-
diaten und infolgedessen zu einer Beeinflussung der zelluldren Strahlenantwort fihrt
(Sattler et al., 2010b). Gezielte biochemische und gentechnische Manipulationen des
Energiestoffwechsels wurden beziglich ihrer metabolischen Wirkung auf Tumorzellen
sowie hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die zellulare Strahlenantwort nach Gammabe-
strahlung untersucht.

Strategisches Ziel der Arbeit war die Identifikation pradiktiver Parameter und neuer Anséat-

ze des metabolischen Targetings in der Radioonkologie.

4.1 Energiestoffwechsel humaner Tumorzelllinien

Im Vergleich zu normalen Zellen weisen Tumorzellen einen verdnderten Energiestoff-
wechsel auf. Sie beziehen einen Grof3teil ihrer Energie durch eine erhohte glykolytische
Umsatzrate. Dieser Prozess findet in Tumorzellen auch unter Anwesenheit von O, statt
und wurde erstmals von Otto Warburg beobachtet und als Warburg Effekt bezeichnet
(Gatenby und Gillies, 2004; Warburg, 1956). Die aerobe Glykolyse bedingt einen gestei-
gerten Glukoseverbrauch und erhdhte Bildung von Laktat.

In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Miller-Klieser konnte eine klinisch diagnostische
Relevanz des Metabolits Laktat nachgewiesen werden. Ein hoher Laktatgehalt in Priméar-
tumoren korreliert mit einem verstarkten Risiko der Metastasierung in Karzinomen des
Gebéarmutterhalses und Rektums sowie des Kopf- und Halsbereiches. Dies geht mit einer
verringerten Uberlebensrate der Patienten einher (Brizel et al., 2001; Walenta et al., 2000;
Walenta et al., 2003). Des Weiteren zeichnen sich Hochlaktattumoren durch eine starkere
Strahlenresistenz aus (Lin et al., 2003; Quennet et al., 2006; Sattler et al., 2010b). Diese
Befunde stehen im Einklang mit anderen unabhangigen Studien, bei denen eine hohe
glykoyltische Aktivitdt in Tumorzellen mit einer unginstigeren Patientenprognose ver-
knupft ist (Cuezva et al., 2002; Isidoro et al., 2005).

Im Folgenden wird der Tumorstoffwechsel der in dieser Arbeit untersuchten Ovarial- und

Plattenepithelkarzinomzelllinien hinsichtlich des Expressionsmusters glykolytischer und
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stoffwechselrelevanter Proteine, des Energiestoffwechsels und Redoxstatus charakteri-
siert. Ebenso wird der Einfluss des Tumormikromilieus auf die Wirksamkeit konventionel-

ler Gammabestrahlung vor dem Hintergrund der vorliegenden Befunde diskutiert.

4.1.1 Tumormikromilieu von Ovarialkarzinomzelllinien und Einfluss des
Energiestoffwechsels auf die Wirksamkeit von Gammabestrahlung

Die beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 wurden unter identischen
Bedingungen kultiviert und besal3en mit 19 h und 20,5 h &hnliche Zellzahlverdopplungs-
zeiten (Abbildung 14). Proteinexpressionsanalysen stoffwechselrelevanter Proteine erga-
ben, dass der membranstandige Transporter MCT-4 sowie die Enzyme CA-IX, PDH-E1(,
COX-IV und PK-M2 bei OC316- im Vergleich zu IGROV-1-Zellen signifikant hoher
exprimiert waren (Abbildung 16). Aul3erdem besalRen OC316- eine um 20 % hohere LDH-
Aktivitéat als IGROV-1-Zellen (Abbildung 17). Die in OC316 gezeigte Hochregulierung
metabolischer Proteine begriindet die um 53 %, 160 % und 43 % gesteigerte ECAR, OCR
und CDER gegeniiber IGROV-1-Tumorzellen (Abbildung 18). Weiterflhrende Untersu-
chungen des Energiestoffwechsels zeigten fur die Zelllinie OC316 gegeniber IGROV-1
einen erhdhten Glukoseverbrauch, eine gesteigerte Laktatproduktionsrate sowie einen
erhdhten intrazellularen ATP-Gehalt (Abbildung 19 und Abbildung 20).

Die gewonnenen in vitro Daten definieren die Tumorzelllinien OC316 und IGROV-1 als
hoch- bzw. niedrig-metabolisches ,Parchen“ gleicher Tumorentitat in Kombination mit
identischen Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen.

Die Charakterisierung des zellularen Redoxstatus ergab, dass die hoch-metabolische
Ovarialkarzinomzelllinie OC316 einen signifikant hoheren intrazellularen Gehalt an O,-
Anionen als IGROV-1 besal? (Abbildung 22). Die SOD-Aktivitat war bei OC316- tendenzi-
ell gegeniber IGROV-1-Zellen gemindert (Abbildung 23), was zumindest teilweise einen
Grund fur den erhdhten O, -Gehalt in OC316 darstellen kdnnte. Darliber hinaus weist die
in OC316-Zellen erhdhte PDH-E1B-und COX-IV-Expression sowie der um 160 % und
43 % gesteigerte OCR und CDER auf eine vermehrte Nutzung der mitochondrialen At-
mung gegentber IGROV-1 hin. Die Atmungskette und insbesondere die Komplexe |
und Il gelten hierbei als Hauptquelle von radikalen O,-Verbindungen (Lenaz et al., 2006;
Turrens, 1997). Somit ist das Gleichgewicht zwischen der antioxidativ wirkenden Glykoly-
se und der Radikalbildung zugunsten der ROS verschoben.

Bei einer Strahlendosis von 2 Gy zeigten beide Zelllinien ein &hnliches klonogenes Uber-
leben, bei héheren Dosen (4 Gy und 8 Gy) Uberlebten die hoch-metabolischen OC316-
Zellen signifikant schlechter (Abbildung 25). Grund hierfir kénnte die durch Gammastrah-

lung hervorgerufene Radikalbildung sein, die den in OC316-Zellen basal erhéhten
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O,-Gehalt (Abbildung 22) intensiviert und in Kombination mit der geminderten
SOD-Aktivitat (Abbildung 23) die zelltoxische Wirkung der Gammastrahlung in OC316
gegeniber IGROV-1-Zellen verstarkt.

Ein weiterer Aspekt ist die strahlenbedingte Ausbildung und Reparatur von DNA-Schéaden.
Hierbei sind DSBs auf Grund ihrer Letalitéat von besonderer wissenschaftlicher Bedeutung
und mittels immunhistologischer Methoden nachweisbar. DSBs flihren zu einer Initilerung
der Phosphorylierung der Histon-Untereinheit H2AX zu yH2AX, wodurch dieses als Mar-
ker fur DSBs gilt. Es konnte fir OC316 und IGROV-1 eine dosisabhangige Zunahme der
yH2AX-gefarbten DSBs sowie eine durch Reparaturprozesse bedingte signifikante Re-
duktion der DSBs 24 h nach Bestrahlung nachgewiesen werden. Die beiden Ovarialkarzi-
nomzelllinien unterschieden sich nur in ihrem initialen Gehalt an DSBs, das heifl3t 1 h nach
Bestrahlung und exklusiv bei héheren Dosen (4 Gy und 8 Gy). Hier zeigten IGROV-1-
Zellen eine signifikant héhere Anzahl yH2AX markierter DSBs, reduzierten diese jedoch
nach 24 h auf das Niveau von OC316, was vermutlich fiir eine hohere Reparaturkapazitat
der IGROV-1- gegenuber OC316-Zellen bei hohen Strahlendosen spricht und somit das
verbesserte klonogene Uberleben bei 4 Gy und 8 Gy erklaren kénnte (Abbildung 27).

Auf der Basis der in OC316- gegenuber IGROV-1-Zellen gesteigerten glykolytischen
Aktivitat und Laktatproduktionsrate konnte die Hypothese der metabolisch bedingten
Strahlenresistenz bei Hochlaktattumoren in vitro nicht bestétigt werden. Die erhdhte
Laktatproduktion einer Tumorzelllinie in vitro ist moglicherweise ein geeigneter prognosti-
scher Marker fur die gesteigerte metabolische Aktivitat. Die Wirkung von Laktat als Radi-
kalfanger muss jedoch im Kontext vieler enzymatischer und nicht-enzymatischer
antioxidativer Systeme betrachtet werden und ist per se kein pradiktiver Parameter fiir die
Strahlenresistenz einer Tumorzelllinie. Neben der glykolytischen Aktivitdt beeinflusst
gleichsam die mitochondriale Aktivitdt, die als Radikalbilder der antioxidativen Wirkung
glykolytischer Intermediate entgegen wirkt, den Redoxstatus. Die zellulare Strahlenant-
wort hangt somit von der Bilanz zwischen Radikalbildung und Radikalverbrauch ab. Zu-
satzlich ist zu bedenken, dass in einem Zellsystem in vitro keine Akkumulation von Laktat
wie im Tumorgewebe erfolgt, sondern Laktat durch MCTs in das umgebende Medium
ausgeschleust und stark verdiinnt wird.

Obwohl fur die beiden Ovarialkarzinomzelllinien OC316 und IGROV-1 kein direkter Zu-
sammenhang zwischen glykolytischer Aktivitat bzw. Laktatproduktion und der Strahlenre-
sistenz nach Gammabestrahlung nachgewiesen werden konnte, bekraftigen die experi-
mentellen Daten eine Wechselwirkung zwischen Energiestoffwechsel, Redoxstatus und
ROS-erzeugender Tumortherapien, was im anschlielenden Kapitel 4.2 ausfihrlich the-

matisiert wird.
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4.1.2 Tumormikromilieu von HNSCC-Zelllinien und Einfluss des Energie-
stoffwechsels auf die Wirksamkeit von Gammabestrahlung

Im Folgenden wird das Tumormikromilieu der beiden HNSCC-Zelllinien SAS und FaDu
und dessen Einfluss auf die Wirksamkeit von Gammabestrahlung diskutiert.

Die Kultivierung der beiden HNSCC-Linien SAS und FaDu erfolgte im gleichen Medium
und unter identischen Bedingungen. Mit 21,5 h und 23,5 h fir SAS und FaDu besafien die
beiden Linien ahnliche Zellzahlverdopplungszeiten (Abbildung 15). Die Charakterisierung
stoffwechselrelevanter Proteine mittels Proteinexpressionsanalysen ergab, dass CA-IX,
COX-IV, HK-Il und PK-M2 bei SAS tendenziell starker als bei FaDu exprimiert vorlagen.
Der membranstandige Transporter MCT-1 sowie das Enzym LDH-A wurden bei
FaDu-Zellen verstarkt nachgewiesen (Abbildung 16), die LDH-Aktivitat war zwischen SAS
und FaDu nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 17).

Die Charakterisierung des zellularen Energiestoffwechsels durch die Seahorse-
Technologie ergab eine um 30 % hohere ECAR und 27 % hdéhere OCR in SAS gegentiber
FaDu-Zellen, CDER war kongruent (Abbildung 18). Die gemessenen
Laktatproduktionsraten betrugen 1,05 0,21 pmol/Zelle/h fir SAS und 0,74 +0,10
pmol/Zelle/h fur FaDu, einhergehend mit Glukoseverbrauchsraten von 2,60 + 2,84
pmol/Zelle/h fur SAS und 1,26 + 1,29 pmol/Zelle/h fur FaDu (Abbildung 19). Somit besta-
tigte die Laktatproduktions- und Glukoseverbrauchsrate die erhdhte ECAR in SAS-Zellen.
Dies lasst in Verbindung mit der erhéhten HK-II- und PK-M2-Expression auf eine gestei-
gerte glykolytische Aktivitdt schlieRen. Die gegeniiber FaDu gesteigerte COX-IV-
Expression in Kombination mit der erhéhten OCR spricht fiir eine vermehrte Nutzung der
mitochondrialen Atmung. Trotz der erhghten glykolytischen und mitochondrialen Aktivitat
der Zelllinie SAS konnte gegentiber FaDu kein signifikanter Unterschied beziglich der
intrazellularen ATP-Konzentration detektiert werden (Abbildung 20).

Auf Grundlage der Energiestoffwechsel- und Proteinexpressionsanalysen ist SAS und
FaDu bedingt als hoch- und niedrig-metabolisches ,Parchen“ gleicher Tumorentitat bei
identischen Kultivierungs- und Wachstumsbedingungen zu definieren.

Im Rahmen der Charakterisierung des Redoxstatus konnte kein signifikanter Unterschied
im Oy -Anionen-Level (Abbildung 22) und lediglich eine tendenziell erhdhte SOD-Aktivitat
bei SAS-Zellen (Abbildung 23) gegeniiber FaDu ermittelt werden.

Das klonogene Uberleben der Linie SAS nach 2 Gy und 8 Gy Gammabestrahlung war
hingegen im Vergleich zu FaDu signifikant besser (Abbildung 25). Fir beide HNSCC-
Linien konnte eine dosisabhdngige Zunahme der initialen sowie residualen DSB durch
yH2AX-Markierung gezeigt werden. Signifikante Unterschiede zwischen SAS und FaDu
beschréankten sich auf initiale Schaden; 24 h nach Bestrahlung glichen sich die Anzahl der

DBSs einander an, was auf ein effektiveres DSB-Reparaturvermégen von SAS-Zellen
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schlieRen lasst. Andererseits ist bei SAS ohne Bestrahlung ein héherer basaler Gehalt an
DSBs zu verzeichnen, was die im Vergleich zu FaDu erhdhte strahleninduzierte Anzahl an
DSB relativiert (Abbildung 29).

Zur Diskussion der Fragestellung, ob das Tumormikromilieu einen Einfluss auf die Strah-
lenresistenz hat, kdnnen die dargestellten Ergebnisse in folgende Zusammenhénge ge-
bracht werden. Die Hochlaktatzelllinie SAS zeigte gegentiber der Niedriglaktatzelllinie
FaDu eine gesteigerte Strahlenresistenz. Ein Grund hierfir kénnte die gesteigerte Glyko-
lyse mit einem hdheren antioxidativen Potenzial sowie einer gesteigerten Abwehr gegen-
Uber strahleninduzierten ROS sein. Ein zusatzlicher Einfluss der tendenziell erhdhten
SOD-Aktivitat bei SAS auf das zellulare Uberleben nach Gammabestrahlung ist jedoch

nicht auszuschliefRen.

Obwohl die Hochlaktatlinie SAS eine starkere Strahlenresistenz aufweist und die in vitro
Daten somit im Einklang mit fritheren Studien an xenotransplantierten Experimentaltumo-
ren stehen, ist Laktat als pradiktiver Marker fiir die Radioonkologie kritisch zu betrachten.
Energiestoffwechsel, Redoxstatus und Strahlenresistenz sind Uber zahlreiche Interme-
diate miteinander verknipft, deren Gesamtbild mdglicherweise besser prognostisch nutz-
bar ware. Die Wechselwirkung zwischen Energiestoffwechsel, Redoxstatus und der zellu-
laren Strahlenresistenz bei HNSCC-Zelllinien wird im Kapitel 4.2 anhand experimenteller

Daten ausfuhrlich diskutiert.

4.1.3 Laktat als pradiktiver Marker in der Tumortherapie

Die Hypothese, dass Hochlaktattumoren eine starkere Strahlenresistenz besitzen, konnte
in vitro nur eingeschrankt bestatigt werden. Eine von Laktat und anderen glykolytischen
Intermediaten ausgehende antioxidative Wirkung ist sehr wahrscheinlich nicht ausschliel3-
lich fur die zellulare Strahlenantwort verantwortlich, sondern Teil eines stark gekoppelten
enzymatischen und nicht-enzymatischen Systems (Kapitel 1.4.1.2). Auf Grund des kom-
plexen Zusammenspiels von Energiestoffwechsel, Redoxstatus und der Strahlenantwort
einer Zelle ist die Aussagekraft eines einzelnen prognostischen Markers fir die Strahlen-
resistenz eines Tumors prinzipiell eher als gering einzuschéatzen. Andererseits konnte
durch statistische Uberlegungen gezeigt werden, dass Studien unter dem Einschluss
mehrerer Parameter anfallig gegen zufallsbedingte Messwertanhdaufungen sind. Dies
kann zur Erfassung scheinbarer Korrelationen und entsprechenden Falschbefunden
fuhren (Victor et al., 2010). In diesem Zusammenhang ist die Bestatigung korrelativer

Befunde in mehreren unabhéngigen Untersuchungen von grundlegender Bedeutung.
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Vor diesem Hintergrund ist festzustellen, dass der Laktatgehalt solider Primartumoren ein
pradiktiver Parameter fur das rezidivfreie Uberleben, das Gesamtiiberleben und die Meta-
stasierungswahrscheinlichkeit darstellt. Dies wurde in mehreren unabhangigen Studien an
mehreren Tumorentitdten reproduzierbar gezeigt (Brizel et al., 2001; Walenta et al., 2000;
Walenta et al., 2003; Ziebart et al., 2011). Hinsichtlich der klinischen Verwendbarkeit von
Laktat als pradiktiver Marker stellt sich die Frage, inwiefern der Tumor-Laktatgehalt am
Patienten nicht invasiv gemessen werden kann.

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass die Signalstéarke und die regionale Vertei-
lung von Laktat, Pyruvat und Alanin im Mausmodell in unterschiedlichen Organen und
Tumoren mittels 3D-MRT und hyperpolarisiertem **C-Pyruvat nicht invasiv und hochauflé-
send darstellbar sind. Des Weiteren wurde bei Nieren-, Leber- und Prostata-Experimental-
tumoren ein erhodhtes Laktatsignal im Vergleich zum entsprechenden Normalgewebe
detektiert (Hu et al., 2010; Larson et al., 2011; Swisher et al., 2013).

Im Gegensatz dazu ist die Frage, inwiefern der Laktatgehalt im Tumorgewebe in erster
Linie die Stoffwechselaktivitat der einzelnen Krebszellen widerspiegelt, bisher nicht aus-
reichend untersucht.

Umfangreiche Studien an HNSCC-Experimentaltumoren fiihrten zu keiner positiven Kor-
relation von Tumor-Laktatgehalt und der mRNA-Expression stoffwechselevanter Proteine.
Zusatzlich konnte kein Zusammenhang zwischen den mittels imBI detektierten
Laktatkonzentrationen in vivo und der Laktatproduktion entsprechender Tumorzelllinien in
vitro nachgewiesen werden (Sattler et al., 2010b).

Weitere Untersuchungen an selbigen HNSCC-Tumorzelllinien zeigten auf, dass die Mes-
sung der zellularen Laktatproduktion, abh&ngig vom gewahlten Zeitpunkt der Probenent-
nahme, stark variierte. Substraterschdpfung, Produkthemmung und Zellzahlverdopp-
lungszeiten sind in vitro gewichtige EinflussgréfRen, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen (Mann, 2011). Sowohl die Publikation von Fabian et al. (2012) als auch die im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten bestatigen, dass unter Bertcksichtigung der
genannten Aspekte die Laktatproduktionsrate in vitro mit dem Tumor-Laktatgehalt in vivo
korreliert und dass die Uberfiihrung der untersuchten HNSCC- und Ovarialkarzinomzellli-
nien in das Mausmodell den Tumorstoffwechsel nicht drastisch beeinflusst. Des Weiteren
konnte unabhangig der Tumorentitat und des Tumormodells ein Zusammenhang zwi-
schen der glykolytischen Umsatzrate, der Expression stoffwechselrelevanter Proteine und
der mitochondrialen Aktivitat belegt werden.

Auf Grund dessen ist aus wissenschaftlicher und klinischer Sicht eine Prifung, inwiefern
die in mehreren klinischen Studien gezeigte erhthte Metastasierung und Malignitat von
Hochlaktattumoren mdglicherweise auf einen gesteigerten Tumorstoffwechsel und nicht

exklusiv auf den erhdhten Laktatgehalt zuriickzufihren ist, von groRem Interesse.
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4.2 Gentechnische und biochemische Stoffwechselmanipulation
von Tumorzellen

Der deregulierte Tumorstoffwechsel ist ein typisches Charakteristikum der Tumorzelle, der
sie vom Normalgewebe bis auf wenige Ausnahmen unterscheidet. Er bietet somit ein
Angriffspunkt fur therapeutische Interventionen (Hanahan und Weinberg, 2011; Sattler et
al., 2010a). So kann beispielsweise durch die Nutzung biochemischer Stoffwechselmani-
pulatoren der tumordse Energiestoffwechsel bei gleichzeitiger Schonung normaler Zellen
gezielt manipuliert werden (Zhao et al., 2011). Dies ist ein Grund, warum der Tumorstoff-
wechsel und dessen gezielte Veranderung durch eine Monotherapie oder in Kombination
mit etablierten Therapieformen immer stérker in den Fokus der Krebsforschung und zahl-
reicher klinischer Studien riickt (Tennant et al., 2010).

In den folgenden Kapiteln wird der Einfluss gentechnischer sowie biochemischer Stoff-
wechselmanipulation, auf den Energiestoffwechsel, Redoxstatus und die Strahlenresis-

tenz von Tumorzellen diskutiert.

4.2.1 Stoffwechselmanipulation und Energiestoffwechsel

Im Rahmen der Expressionsanalysen stoffwechselrelevanter Proteine wurde bei der
hoch-metabolischen Ovarialkarzinomzelllinie OC316 gegeniiber IGROV-1 eine doppelt so
hohe Expression des membranlokalisierten Transporters MCT-4 detektiert (Abbildung 16).
Dimmer et al. (2000) konnten zeigen, dass MCT-4 an den in hoch-glykolytischen Zellen
gesteigerten Laktatexport adaptiert wird. Dariiber hinaus wurde in einer klinischen Studie
ein Zusammenhang zwischen der MCT-4-Expression der Tumorstadien-Einteilung, dem
postoperativen Tumorrest sowie dem Vorhandensein von Aszites bei epithelialen Ovarial-
karzinomen publiziert (Chen et al., 2010).

Auf Grund der Relevanz von MCT-4 fur den Tumorstoffwechsel wurde im Rahmen eines
gentechnischen Experiments, mittels Transduktion einer MCT-4 shRNA-kodierenden
DNA-Sequenz in das Genom von OC316-Zellen, dessen Expression manipuliert. Im
Vergleich zu den mit dem Leervektor transfizierten Kontrollzellen (OC316shRNA) konnte
bei den OC316shMCT-4-Zellen eine signifikante Reduktion der MCT-4-Proteinexpression
nachgewiesen werden (Abbildung 30 und Abbildung 31A). Die Verringerung des MCT-4
Proteingehalts hatte jedoch keinen messbaren Einfluss auf die ECAR und dementspre-
chend auf den Laktatexport der OC316shMCT-4-Zellen (Abbildung 31B). Vermutlich
wirken andere MCTs einer durch die Herunterregulation von MCT-4 bedingten intrazellu-
laren Anreicherung von Laktat entgegen. Le Floch et al. (2011) konnten zeigen, dass nur
durch eine simultane Inhibition mehrerer MCTs (MCT-1, MCT-2 und MCT-4) eine
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intrazellulare Akkumulation von Laktat sowie eine Reduktion der Glykolyserate erreicht
werden kann.

Die OCR war bei OC316shMCT-4 im Vergleich zu OC316shRNA-Zellen signifikant héher.
Der Grund der Erh6hung ist jedoch weniger auf eine in den OC316shMCT-4-Zellen erfolg-
te OCR-Hochregulierung zurickzufihren, sondern vielmehr durch eine in den Kontrollzel-
len erfolgte Minderung der OCR begriindbar (Abbildung 31B).

AbschlieRend ist festzuhalten, dass durch die Transduktion einer MCT-4 shRNA-
kodierenden DNA-Sequenz die MCT-4-Proteinexpression signifikant verringert werden
konnte, eine deutliche Manipulation des Tumorstoffwechsels blieb jedoch aus. Auf Grund
dessen erfolgten keine weiterfiihrenden Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der

gentechnischen Manipulation auf den Redoxstatus und die zellulare Strahlenresistenz.

Experimenten hinsichtlich des Einflusses von biochemischen Manipulatoren auf den
Tumorstoffwechsel von Ovarial- und HNSCC-Zelllinien gingen Dosisfindungstests voraus,
um zelltoxische Effekte auszuschlieRen bzw. zu minimieren (Abbildung 32 und Tabelle 8).
AnschlieRend wurden die eruierten Konzentrationen bezulglich ihrer metabolischen Wir-

kung auf Tumorzellen mit Hilfe des Seahorse Analyzer XF 24/3 untersucht.

Sich akkumulierende OXA-Konzentrationen bewirkten in allen vier untersuchten Zelllinien
einen drastischen Abfall der ECAR (Abbildung 33A und Abbildung 34A) sowie zeitgleich
eine Zunahme der OCR (Abbildung 33B und Abbildung 34B). Durch die OXA-vermittelte
kompetitive Hemmung der LDH kam es auf Grund einer geminderten Laktatbildung zu
einer Reduktion der ECAR. Dieses Signal des Seahorse Analysators spiegelt in diesem
Fall vorwiegend die zellulare Sequestration von Milchsaure wieder. Des Weiteren beein-
druckte die innerhalb von Minuten auftretende Hochregulierung der mitochondrialen At-
mung, die sich durch eine simultan steigende OCR aul3erte. Die verstarkte Oxidation von
Pyruvat ist vermutlich durch die von OXA ausgehende Inhibition der LDH begrindet.
Tumorzellen wirken somit einer Akkumulation von Pyruvat entgegen.

Aus den experimentellen Daten ist zu schlieRen, dass OXA ein effektiver Inhibitor der
LDH ist, und dass die Reduktion von Pyruvat zu Laktat im Rahmen der aeroben Glykolyse
keine ,Notldsung®, sondern von Tumorzellen priorisiert wird, obwohl eine weitere Oxidati-
on von Pyruvat und Intensivierung der mitochondrialen Atmung mdglich ware. Auf Grund
der starken Intervention in den Glukoseabbau und in den Glykolyse-basierten Tumor-
stoffwechsel ist OXA als potenzielles Tumortherapeutikum in den Fokus zahlreicher

praklinischer Studien geriickt (Ramanathan et al., 2005; Zhou et al., 2010).
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Das Glukoseanalogon 2DG hemmt nach seiner durch HK-II katalysierten Phosphorylie-
rung zu 2DG-6-P kompetitiv die GPI und die weitere Glykolyse. Alle vier Tumorzelllinien
reagierten auf die Zugabe ansteigender 2DG-Konzentrationen mit einer Reduktion der
ECAR (Abbildung 33C und Abbildung 34C). Ahnlich der Injektion von OXA war eine
dosisabhéngige Intensivierung der OCR zu verzeichnen (Abbildung 33D und Abbildung
34D). Grund hierfur kann nicht wie bei OXA die zelltoxische Akkumulation von Pyruvat
sein. Die Vermutung liegt nahe, dass Tumorzellen auf Grund der gehemmten Glykolyse
das wenige Pyruvat nicht reduzieren, sondern gezielt im Rahmen der mitochondrialen
Atmung weiter oxidieren, um den durch 2DG verursachten exogenen Eingriff in die
glykolytische Energiegewinnung zu kompensieren. Tumorzellen wirken somit nicht nur
einer Akkumulation toxischer Stoffwechselderivate entgegen, sondern reorganisieren
innerhalb von Minuten ihren Energiestoffwechsel, um ausreichend ATP zu generieren.
Studien an Experimentaltumoren zeigten, dass 2DG als Monotherapie trotz seiner drasti-
schen Inhibition des tumordsen Glukosestoffwechsels zu keiner Reduktion des Tumorvo-
lumens fihrte. Dies ist vermutlich auf den beschriebenen adaptiven Energiestoffwechsel
und die Nutzung alternativer Stoffwechselwege zuriickzufiihren (Maschek et al., 2004;
Zhao et al., 2011).

Die Inhibition des Komplexes | der Atmungskette mit ROT bewirkte bei allen vier Zelllinien
einen signifikanten Abfall der OCR (Abbildung 33F und Abbildung 34F) und Anstieg der
ECAR (Abbildung 33E und Abbildung 34E). Auch die Manipulation der Atmungskette
bewirkt demzufolge innerhalb eines Messzyklusses eine metabolische Reorganisation des
Tumorstoffwechsels, was in diesem mit einer erhdhten Laktatbildung beziehungsweise
einer gesteigerten glykolytischen Aktivitat einherging.

Die Gabe nicht zelltoxischer Konzentrationen OXA, 2DG und ROT verdnderte signifikant
den Energiestoffwechsel der vier untersuchten Tumorzelllinien, die jedoch auf sehr beein-
druckende Weise und innerhalb von Minuten ihren Stoffwechsel an die modifizierten
Bedingungen anpassten. Die Verwendung einzelner Stoffwechselmanipulatoren gegen
Tumorerkrankungen in Form einer Monotherapie ist vermutlich ineffizient. Ihre Anwend-
barkeit in Kombination und in Verbindung mit etablierten Therapieformen wird im Folgen-
den diskutiert (Kapitel 4.2.3).

Die mittels der Seahorse-Technologie erhobenen Daten wurden teilweise durch
amperometrische Messungen des Glukose- und Laktatgehalts vor und nach Zugabe der
Stoffwechselmanipulatoren OXA und 2DG uberprift. Hierbei konnte gezeigt werden, dass

die anfangliche Akkumulation von Laktat im Medientberstand durch die Injektion von OXA
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und 2DG bei allen vier untersuchten Zelllinien gehemmt wurde und die Glukose-
konzentration nach Zugabe von OXA unverandert blieb (Abbildung 35 und Abbildung 36).
Folglich wurde die zuvor beschriebene Manipulation des Glukosestoffwechsels durch
OXA und 2DG bestétigt.

AbschlieRend wurde der intrazellulare ATP-Gehalt unter dem Einfluss von OXA, 2DG und
ROT untersucht. Die Zugabe von OXA fiuhrte bei drei der vier untersuchten Zelllinien
(auRer IGROV-1) zu einer Reduktion des Energietragers ATP (Abbildung 37). Ein Eingriff
in die von Tumorzellen bevorzugt genutzte Glykolyse scheint durch die im Rahmen der
Seahorse-Analyse beschriebene Hochregulation der mitochondrialen Atmung (Steigung
der OCR, Abbildung 33B und Abbildung 34B) energetisch nicht kompensierbar zu sein.
Dieser Effekt tritt noch drastischer nach Zugabe des Glykolyse-Hemmers 2DG auf. Bei
allen vier Tumorzelllinien fihrte die Zugabe von 20 mM 2DG zum Medienlberstand zu
einem signifikanten Abfall von ATP (Abbildung 37). Auch hier fuhrt der durch die Sea-
horse-Methode gemessene simultane Anstieg der OCR und die damit verbundene
mitochondriale Atmung nach Zugabe von 2DG (Abbildung 33D und Abbildung 34D) zu
keiner Kompensation der verminderten ATP-Produktion in der Glykolyse.

Fazit ist, dass die Inhibition bzw. Manipulation des Glukosestoffwechsels mit 2DG und
OXA den zellularen ATP-Gehalt reduziert. Die im Rahmen von Seahorse-Messungen
gezeigte simultane Erhéhung der OCR (Abbildung 33B+D und Abbildung 34B+D) kann
die Reduktion des Glukosestoffwechsels energetisch nicht kompensieren. Untermauert
wird diese Aussage durch die nach ROT-Injektion unbeeinflusste intrazellulare
ATP-Konzentration (Abbildung 37). 2DG + ROT bewirkt hingegen den schon durch allei-
nige Zugabe von 2DG beschriebenen Effekt (Abbildung 37).

Folglich ist die hochregulierte Glykolyse in Tumorzellen die Hauptquelle zur ATP-
Generierung, was auch durch zahlreiche unabhangige Studien bestétigt wird (Pelicano et
al., 2006). Dies wirft die Frage auf, warum Tumorzellen mitochondriale Atmung betreiben.
Verhindert die nach OXA-Zugabe beobachtete Erhéhung der OCR (Abbildung 33B und
Abbildung 34B) nur eine toxische Akkumulation von Pyruvat oder ist die in Tumorzellen
oftmals gestorte Atmungskette Grund fir die geringe oxidative ATP-Gewinnung? Im
Rahmen mehrerer unabhangiger Studien konnte eine gesteigerte genomische Instabilitat
sowie defekte mtDNA in Tumorzellen nachgewiesen werden (He et al., 2010; Yu, 2012).
Sie bedingen eine Stérung der Atmungskette und fiihren zu einer gesteigerten ROS-

Bildung sowie Beeinflussung des zellularen Redoxstatus (Chatterjee et al., 2011).
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4.2.2 Stoffwechselmanipulation und Redoxstatus

Stoffwechselmanipulatoren beeinflussen den zellularen Energiestoffwechsel und
Redoxstatus. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Intensivierung der intrazellularen O,-
Anionen durch Erhéhung der 2DG- und ROT-Konzentration im MedienlUberstand aller vier
untersuchten Tumorzelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 41). Folglich steigert die
simultane Inhibition der Glykolyse und Atmungskette den intrazellularen O, -Anionen-
Gehalt und mindert die antioxidative Kapazitat. Ein moglicher Grund hierfir ist zum einen
die durch 2DG gezeigte Inhibition der Glykolyse einhergehend mit einer geminderten
Pyruvat- und Laktatbildung, die beide als Radikalfanger fungieren (Groussard et al., 2000;
Salahudeen et al., 1991). Zum anderen bewirkt 2DG eine Abnahme von NADPH, einem
notwendigen Reduktionsmittel zum enzymatischen Abbau von ROS (Simons et al., 2007).
Es ist davon auszugehen, dass die intrazellulare Reduktion antioxidativ wirkender Sub-
stanzen zu der beobachteten Erh6hung von Oy-Anionen fiihrt. ROT intensiviert hierbei
durch seine beschriebene O,-Anionen induzierende Wirkung den beschriebenen Effekt
(Li et al., 2003).

Durch die Kombinationsbehandlung 2DG + ROT wird somit der zellulare Redoxstatus
durch eine Minderung des antioxidativen Potenzials sowie durch eine Erhdhung der
mitochondrialen O, -Anionen-Bildung aus zwei unterschiedlichen Wirkungsrichtungen
manipuliert, was folglich zu einer Steigerung der intrazellularen O, -Anionen fihrt.

Auf Grund der Tatsache, dass die Glykolyse ROS-Radikalfanger liefert und eine Manipu-
lation der Atmungskette zu einer erhéhten Bildung von ROS fiihrt, kdnnte die Stoffwech-
selmanipulation die Effektivitat anderer ROS-erzeugender Therapien, wie beispielsweise

die Strahlentherapie, erhéhen.

4.2.3 Stoffwechselmanipulation und Strahlenresistenz

Die Kombination von Stoffwechselmanipulatoren, OXA, 2DG und ROT, und einer klinisch
relevanten Gammastrahlendosis von 2 Gy verandert drastisch die Strahlenantwort der
vier untersuchten Ovarial- und HNSCC-Zelllinien im Vergleich zu den ausschliellich
bestrahlten Kontrollen.

Das klonogene Uberleben der hoch-metabolischen Tumorzelllinien OC316 wurde durch
die Kombinationsbehandlung 2 Gy Gammabestrahlung und Zugabe von OXA, 2DG, ROT
sowie 2DG + ROT signifikant gegentiber den nur mit 2 Gy bestrahlten Kontrollzellen
reduziert (Abbildung 42). Auf die niedrig-metabolische und strahlenresistentere Linie
IGROV-1 wirkten hingegen nur 2DG, ROT sowie 2DG + ROT in Kombinationsbehandlung
mit 2 Gy Gammastrahlung als tendenziell strahlensensibilisierende Mafinahmen im Ver-

gleich zu den mitgefiihrten Kontrollen. Eine statistisch signifikante Sensibilisierung konnte
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lediglich durch Zugabe von 2DG + ROT erzielt werden. OXA hingegen bewirkte bei
IGROV-1 sowie bei OC316 in Kombination mit hdheren Gammastrahlendosen (4 Gy und
8 Gy, nicht gezeigt) eine Zunahme der Radioresistenz (Abbildung 42).

Die Wirkung der Strahlentherapie basiert neben direkten, physikalischen Strahlenschéden
auf so genannten indirekten, durch Radikale versursachten DNA-Schaden. Die durch
2DG und ROT hervorgerufene Minderung des antioxidativen Potenzials inklusive der
erhdéhten mitochondrialen O,-Anionen-Bildung intensiviert folglich die Radikal-basierte
Strahlenwirkung und reduziert moglicherweise durch einen Anstieg der DNA-Schéden das
zellulare Uberleben nach Gammastrahlung.

Die Kombination von OXA und Gammabestrahlung fihrte nicht zu der erwarteten Zunah-
me der Radiosensitivitéat gegeniber ausschlielilich bestrahlten Zellen. OXA reduziert zwar
durch die kompetitive Inhibierung der LDH die Bildung des Radikalfangers Laktat, als
Pyruvat Analogon ist OXA jedoch méglicherweise selbst antioxidativ wirksam. Dies und
die Hypothese, dass die Reduktion der Strahlenresistenz nach Kombinationsbehandlung
aus einer Erhéhung der DNA-schadigenden Wirkung resultiert, konnte durch eine Visuali-
sierung von DNA-DSBs nach Kombinationsbehandlung im Vergleich zu nur bestrahlten
Zellen belegt werden.

Gammabestrahlung mit einer klinisch relevanten Einzeldosis von 2 Gy inklusive Zugabe
von 2DG, ROT sowie 2DG + ROT fiuhrte bei OC316 und IGROV-1 zu einer signifikanten
Erhéhung der initialen sowie residualen DNA-DSBs im Vergleich zu ausschliel3lich be-
strahlten Zellen (Abbildung 45 und Abbildung 46). Dies konnte ebenso fiir hghere Strah-
lendosen bestatigt werden. OXA hingegen zeigte bei 2 Gy keinen strahlensensibilisieren-
den Effekt und fiihrte bei h6heren Dosen (8 Gy) zu einer Erh6hung der Strahlenresistenz
(Abbildung 45 und Abbildung 46). Dies bestétigt die Hypothese, dass OXA auf Grund
seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Pyruvat antioxidative Eigenschaften besitzt. OXA wurde
folglich fir Kombinationsbehandlungen an HNSCC-Linien nicht weiter verfolgt.

Das zellulare Uberleben der HNSCC-Linien SAS und FaDu konnte durch Zugabe von
2DG, ROT sowie 2DG + ROT nur eingeschrankt gegenuber den nur bestrahlten Kontrol-
len reduziert werden. Lediglich 2DG fuhrte zu einer signifikanten Sensibilisierung gegen-
Uber 2 Gy Gammabestrahlung in FaDu-Zellen (Abbildung 43). Auf Grund der geringen
Wirksamkeit der Kombinationsbehandlung auf HNSCC-Zelllinien wurde auf eine Quantifi-

zierung der DNA-DSBs nach Kombinationsbehandlung verzichtet.
Die Ergebnisse bedingen die Annahme, dass die Tumorentitat und die intrinsische meta-

bolische Aktivitéat einen Einfluss auf das Zelliberleben nach Behandlung mit Stoffwechsel-

inhibitoren und Gammabestrahlung haben kdnnten.
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Unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen von HNSCC- und
Ovarialkarzinomzelllinien ist jedoch nicht auszuschlieen, dass die Wirkung der kompetiti-
ven Stoffwechselinhibitoren durch die doppelt so hohe Glukosekonzentration im HNSCC-
Medium (4,5 g/l Glukose) im Vergleich zum Ovarialkarzinomzelllinien-Medium (2 g/l Glu-
kose) gemindert wurde. Dies musste durch weiterfihrende Experimente, bevorzugt
in vivo, unter physiologischen Blutzuckerwerten (1,1 g/l Glukose) und identischen Ver-

suchsbedingungen, erforscht werden.

Die fur die beiden Ovarialkarzinomzelllinien gezeigte Reduktion des klonogenen Uberle-
bens durch Stoffwechselmanipulatoren, die sich durch eine Erhéhung der DNA-
Strahlenschaden &aufRert, verdeutlicht die Bedeutung des Energiestoffwechsels fiir die
Strahlenantwort einer Tumorzelle und ermdéglicht somit neue therapeutische Angriffspunk-

te innerhalb der Radioonkologie.

4.2.4 Stoffwechselmanipulation - préklinische Forschung und klinische
Anwendung

Die Auswirkung von Stoffwechselmanipulatoren auf den Redoxstatus von Tumorzellen
wurde in zahlreichen praklinischen Studien erforscht. Die Hypothese, dass Manipulatoren
des Glukosestoffwechsels durch die Inhibierung antioxidativer Systeme die Zytotoxizitat
ROS-erzeugender Chemikalien (Chemotherapeutika) erhdht, konnte mehrfach bestatigt
werden (Maschek et al., 2004; Scarbrough et al., 2012; Simons et al., 2007). Des Weite-
ren konnte gezeigt werden, dass eine simultane Erhéhung des zellularen ROS-Status
durch ROT das zellulare Uberleben und das Tumorwachstum in Kolonkarzinom-Zellen
und -Experimentaltumoren verringert (Fath et al., 2009; Li et al., 2003).

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten bestétigen die Hypothese, dass Manipula-
toren des Energiestoffwechsels die Wirkung ROS-basierter Tumortherapien erhoht. Die
beiden Stoffwechselmanipulatoren 2DG + ROT wirken hierbei als Strahlensensibilisato-
ren. Dabei ist die Sensitivierung der Tumorzellen gegentber ionisierender Strahlung auf
molekularer Ebene durch die Inhibierung antioxidativer Systeme und durch die simultane
Erhdhung des zellularen ROS-Status bedingt. Hier ist nochmals darauf hinzuweisen, dass
die Inhibitoren in der eingesetzten Konzentration per se keine zytotoxische Wirkung zeig-
ten.

Die mehrfach publizierte Wirksamkeit von Stoffwechselmanipulatoren gegen Tumorzellen
in préklinischen Forschungsprojekten drangt den Tumorstoffwechsel als therapeutischen
Ansatzpunkt immer starker in den Fokus der Krebsforschung und fuhrt zu zahlreichen

klinischen Studien.
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Erste Behandlungen mit 2DG als Monotherapie sowie in Kombination mit Chemo- und
Strahlentherapie befinden sich in klinischen Phase | und Il Studien (NCT: 00633087,
00096707, 00247403) gegen zahlreiche Tumorerkrankungen (Tennant et al., 2010).

4.3 Ubertragung von in-vitro Befunden ins Tiermodell

Ausgehend von den vier untersuchten humanen Tumorzelllinien OC316, IGROV-1, SAS
und FaDu wurden Experimentaltumoren in immundefizienten Mausen erzeugt und hin-
sichtlich ihres Proteoms, Energiestoffwechsels und Redoxstatus untersucht.

Alle acht untersuchten Proteine waren in OC316- hdher exprimiert als in IGROV-1-
Experimentaltumoren (Abbildung 49). Analog zu den in vitro Experimenten (Abbildung 16)
ist MCT-4 in OC316-Tumoren annahernd doppelt so hoch exprimiert wie in IGROV-1-
Tumoren (Abbildung 49). Das Proteinexpressionsmuster der untersuchten Ovarialkarzi-
nome bildet die Grundlage fur den gesteigerten metabolischen Umsatz der OC316 ge-
geniuber den IGROV-1-Tumoren, der sich in einer in OC316-Xenografs erhéhten ATP-
und Laktat-Konzentration sowie einem reduzierten Glukosegehalt widerspiegelt
(Abbildung 54A+B+C). Die Pyruvatkonzentrationen waren in OC316- und IGROV-1-
Tumoren sehr &hnlich, was dafir spricht, dass Pyruvat als Durchflussmetabolit nicht im
Tumorgewebe akkumuliert, sondern effizient weiter metabolisiert wird (Abbildung 54D).
Entsprechend der Charakterisierung der Tumorzelllinien zeigten die OC316-Tumoren
einen erhghten Gehalt an O,-Anionen (Abbildung 55).

Die Charakterisierung des Tumormetabolismus, der Proteinexpression und des
Redoxstatus der Ovarialkarzinom-Experimentaltumoren bedingt die Einstufung der
OC316-Tumoren als hoch-metabolisch und der IGROV-1-Tumoren als niedrig-
metabolisch und entspricht somit dem Tumormikromilieu der Ovarialkarzinomzelllinien
in vitro (Fabian et al., 2012).

Innerhalb der HNSCC-Tumoren waren sechs der acht untersuchten Proteine in SAS-
Tumoren starker exprimiert als in FaDu (Abbildung 52). Die Metabolitmessungen ergaben
einen signifikant hoheren Laktat-, jedoch einen geringeren ATP- und identischen
Glukosegehalt in SAS-Tumoren im Vergleich zu FaDu-Tumoren (Abbildung 54A+B+C).
Der O,-Anionen-Level war in SAS-Tumoren signifikant hdher als in FaDu-Tumoren
(Abbildung 55). Ahnlich der metabolischen Charakterisierung der HNSCC-Zelllinien ist
auch in vivo eine absolute Trennung der SAS- und FaDu-Tumoren in hoch- und niedrig-
metabolisch nicht allumfassend giltig. Mit Ausnahme des ATP-Gehalts ist SAS, bedingt
durch die gesteigerte Expression stoffwechselrelevanter Proteine, den hoheren
Laktatgehalt und Gehalt an O,-Anionen in vivo, die tendenziell metabolisch starker aktive

Tumorgruppe.
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Die Uberfiihrung der Ovarial- und Plattenepithelkarzinomzelllinien in das Mausmodell
hatte keinen grundsatzlichen Einfluss auf Proteom, Energiestoffwechsel und Redoxstatus
und stellt somit eine wichtige Basis fir weiterfiihrende Versuche unter Verwendung bio-
chemischer Stoffwechselmanipulatoren in Kombination mit ROS-basierten Tumorthera-

pien in vivo dar.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche Experimente hinsichtlich der Expression
stoffwechselrelevanter Proteine sowie des Tumorstoffwechsels und der Strahlenantwort
von Tumorzellen in vitro durchgefiihrt. Des Weiteren wurde der Einfluss von Stoffwech-
selmanipulatoren auf den Energiestoffwechsel und das zellulare Uberleben nach Gam-
mabestrahlung untersucht.

Der basale Redoxstatus sowie die Wirkung der verwendeten Stoffwechselmanipulatoren
2DG + ROT auf den Redoxstatus wurde ausschliellich durch die Bestimmung des O;-
Anionen-Gehalts und der SOD-Aktivitat ermittelt. Durch weiterfihrende Untersuchungen
hinsichtlich des GSH/GSSG, Trx(SH)./Trx(S), sowie des NADPH/NAD+ Verhaltnisses vor
und nach Zugabe der Manipulatoren koénnte die Charakterisierung des basalen
Redoxstatus ausgeweitet und die Wechselwirkung zwischen Energie- und Redoxstatus
exakter abgebildet werden. Kommerzielle Kits wurden zur Klarung dieser Fragestellung
genutzt, lieferten jedoch keine verwendbaren Ergebnisse. Zur Klarung dieser Fragestel-
lung muisste ein System etabliert werden, das direkt nach Injektion der Manipulatoren und
idealerweise nicht invasiv die gewiinschten Parameter detektiert, um die biochemische
Wirkung der verwendeten Stoffwechselmanipulatoren auf das zellulare Redoxsystem zu
erforschen.

Zudem koénnte durch eine simultan zu den Stoffwechselmanipulatoren erfolgende Injektion
stark antioxidativ wirkender Chemikalien, beispielsweise Vitamin C, Uberprift werden, ob
die strahlensensibilisierende Wirkung der Stoffwechselmanipulatoren 2DG und ROT
durch eine Veranderung des Redoxstatus hervorgerufen wird.

Eine Ausweitung der erfolgten Stoffwechselmanipulation in Kombination mit Gammabe-
strahlung auf das Tiermodell sowie auch die Kombination von Manipulatoren mit Chemo-
therapeutika ist auf Grund der im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse vielverspre-
chend. Hierbei sollte geprift werden, ob stoffwechselaktive Tumoren ein starkeres
Ansprechen auf Kombinationstherapien (Stoffwechselmanipulatoren + Gammabestrah-
lung oder Stoffwechselmanipulatoren + Chemotherapeutika) zeigen. Im Rahmen der

in vivo Studien konnte simultan Gberprift werden, ob das geringere Ansprechen der
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Kombinationsbehandlung bei HNSCC-Zelllinien durch die unterschiedlichen Kultivie-
rungsbedingungen in vitro verursacht wurde.

Darlber hinaus ware eine Ausweitung der metabolischen Charakterisierung von Tumoren
hinsichtlich der mitochondrialen Aktivitat interessant. Hierdurch kdnnte der Frage nachge-
gangen werden, inwiefern Laktat als pradiktiver Marker fur einen generell gesteigerten

Tumorstoffwechsel in vivo fungiert.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Erforschung ursachlicher Unterschiede im
Energiestoffwechsel von hoch- und niedrig-glykolytischen Tumorzelllinien. Dariber hinaus
wurde die Hypothese Uberprift, wonach eine hohe glykolytische Aktivitat in Tumorzellen
zu einer Anreicherung von antioxidativen Metaboliten fihrt und infolgedessen eine Thera-
pieresistenz gegen Gammabestrahlung hervorruft. AbschlieRend sollte durch biochemi-
sche und gentechnische Manipulationen des Energie- bzw. Glukosestoffwechsels die
Strahlenresistenz von Tumorzellen verdndert und somit neue therapeutische Interventio-
nen eréffnet werden.

Die zur Klarung dieser Fragestellung erforderlichen molekularbiologischen Experimente
erfolgten an jeweils zwei Ovarialkarzinomzelllinien (OC316 und IGROV-1) und zwei Plat-
tenepithelkarzinomzelllinien der Kopf- und Halsregion (SAS und FaDu) sowie den ent-
sprechenden Experimentaltumoren.

Unabhangig von der Tumorentitdt und dem Tumormodell konnte gezeigt werden, dass
eine erhohte Expression Stoffwechsel-assoziierter Proteine mit einem gesteigerten Ener-
giestoffwechsel einhergeht. Der Transfer der Ovarial- und Plattenepithelkarzinomzelllinien
in das Mausmodell fiihrte zu keiner grundsatzlichen Anderung des Tumormikromilieus. So
wies die hoch-metabolische Linie OC316 in vitro und in vivo eine stark erhohte MCT-4
Expression auf, deren gentechnische Inhibition jedoch zu keiner Reduktion der Glykolyse-
rate fuhrte.

Die Hypothese, dass die Laktatproduktion als pradiktiver Marker fir die Strahlenresistenz
einer Tumorzelllinie fungiert, konnte nicht bestatigt werden. Jedoch fuihrte die Manipulati-
on der intrazellularen Laktatbildung und des Energiestoffwechsels mit nicht zelltoxischen
Konzentrationen von 2-Deoxy-D-glukose (2DG) und Rotenon (ROT) bei den Ovarialkarzi-
nomzelllinien zu einer Erh6éhung der intrazellularen O;-Anionen, einer Zunahme der
Strahlenempfindlichkeit sowie zur Steigerung der initialen und residualen DNA-
Doppelstrangbriiche nach Gammabestrahlung.

Hierbei wirken 2DG und ROT synergistisch durch die Inhibierung antioxidativer Systeme
sowie durch die Erhéhung des zellularen Radikal-Status. Die Anwendung von Stoffwech-
selmanipulatoren zur Optimierung und Unterstitzung vorhandener Radikal-erzeugender
Therapieformen wird aktuell in klinischen Studien Uberpriift. Translational kdnnte die
durch 2DG und ROT beschriebene Erhdhung der Strahlenempfindlichkeit bei Ovarialkar-
zinomzelllinien z. B. in Kombination mit intensitatsmodulierten Strahlentherapien neue
Behandlungsmaglichkeiten erdffnen, was in weiterfihrenden in vivo Studien zu wberpri-

fen ist.
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6 ANHANG

6.1 Chemikalien und Reagenzien

6.1.1 Chemikalien
Chemikalie

Aceton

ATP

BSA
CASY®ton
CoA

DHE

DMSO

EDTA

Eosin
Eselserum
FMN

FMNH,
G-6-PDH
Glukose
Glutamat

GPT
Hamtoxylin
HK

H>0,
Isopropanol
Janusgriin-B
Laktat

LDH
Luziferase
Luziferin (Feuerfliege)
Matrigel
Methanol
Methylenblau
NAD*

NADPH
Natriumchlorid
NFO

Oxamat (Natriumoxamat)
PBS

PDH

PFA

Pyruvat (Natriumpyruvat)
Rotiblock
Roti-Histokitt Il
Salzsaure
Tissue-Tek®
Tris

Triton X-100
Trypsin/EDTA
Xylol

Hersteller

Roth

Roche
ApplicChem
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Dianova
AppliChem
AppliChem
Roche

Merck
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

Roche
AppliChem
Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roche

Roche
Sigma-Aldrich
BD

Roth

Merck

Roche

Roche

Roth

Roche
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Roth
AppliChem
Roth

Roth

Merck

Sakura Finetek
Roth
Sigma-Aldrich
PAA

Roth
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Ort

Karlsruhe
Mannheim
Darmstadt
Mannheim
Steinheim
Steinheim
Steinheim
Steinheim
Darmstadt
Hamburg
Darmstadt
Darmstadt
Mannheim
Darmstadt
Steinheim
Mannheim
Karlsruhe
Mannheim
Darmstadt
Karlsruhe
Steinheim
Darmstadt
Mannheim
Mannheim
Steinheim
Heidelberg
Karlsruhe
Darmstadt
Mannheim
Mannheim
Karlsruhe
Mannheim
Steinheim
Darmstadt
Steinheim
Karlsruhe
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt

Alphen, Niederlande

Karlsruhe
Steinheim

Pasching, Osterreich

Karlsruhe
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6.1.2 Medien und Zuséatze
Produkt

2DG

D5030

DMEM

FCS GOLD
HEPES
Natriumoxamat
Natriumpyruvat
nicht essentielle Aminosauren
Puromycin
Rotenon

RPMI

6.1.3 Kommerzielle Kits
Produkt

Hersteller

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PAA

PAA

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
PAA

PAA
Sigma-Aldrich
PAA

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

ImmEdge Pen (Fettstift)

Immunoselect Antifading Mounting Medium
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit
Mycoplasma Detection Kit Myco Alert®
Superoxide Dismutase Activity Assay Kit
TMB OptEIA Substrate Reagent Set

6.1.4 Antikorper
Priméarantikdrper

a-Tubulin
YH2AX
CA-IX
COX-IV
GLUT-1
HK-II
LDH-A
MCT-1
MCT-4
PDH-E183
PK-M2

Sekundarantikorper

donkey anti-goat DyLight
donkey anti-mouse DyLight
donkey anti-mouse HRP
donkey anti-rabbit DyLight
donkey anti-rabbit HRP
donkey anti-sheep DyLight
donkey anti-sheep HRP
rabbit anti-goat HRP

Hersteller

Abcam
Millipore
Santa Cruz
Abcam

US Biological
Abcam
Abcam
Santa Cruz
Santa Cruz
Abcam

Cell Signaling

Hersteller

Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
Dianova
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Best.-Nr.

D6134
D5030
E15-810
A15-151
9105.3
02751
A4859
M11-003
P11-019
45656
E15-840

Hersteller

Promega
Vector
Dianova
BioVision
Lonza
BioVision
BD

Best.-Nr.

ab18251
05-636
sc-17253
ab20393
G3900
ab104836
ab9002
sc-50324
sc-50329
ab55574
3198

Best.-Nr.

705-516-147
715-486-150
715-035-150
711-516-152
711-035-152
713-516-147
713-035-003
305-035-003

Ort

Steinheim
Steinheim
Pasching, Osterreich
Pasching, Osterreich
Karlsruhe
Steinheim
Darmstadt
Pasching, Osterreich
Pasching, Osterreich
Steinheim
Pasching, Osterreich

Ort

Mannheim
Wertheim
Hamburg
Milpitas, USA
Ko6ln

Milpitas, USA
Heidelberg

Ort

Cambridge, UK
Darmstadt
Heidelberg
Cambridge, UK
Swampscott, USA
Cambridge, UK
Cambridge, UK
Heidelberg
Heidelberg
Cambridge, UK
Danvers, USA

Ort

Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
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6.2 Materialien und Gerate

Produkt

-20 °C Kuhltruhe
-80 °C Kuhltruhe, Here Freeze
Absauganlage, Vacusafe
Autoklav, 5050 ELV
CASY® 1TT
Deckglaschen
Digitalwaage
Einfrierbehalter
Eismaschine AF 20
EM-CCD Kamera, iXon IQ Du-888
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop, BZ 8000-K
Gamacell 2000
GlasgefalRe
Glasobjekttrager
Heizplatte, H22 electronic
Inkubator, HERAcell 240
Kryotom
Lichtmikroskop, Axiophot
Lichtmikroskop, IM
Magnetriihrer,IKAMAG®RH
Mikroplatten
Mikroplatten-Lesegerat, DTX 880
Multiwellplatten
Objekttrager SuperFrost® Plus
Orbitalschwenker, Polymax 1040
Petrischalen
pH-Meter CG 822
Pipetten
Pipettenspitzen
Pipetus®
Polarisationsfilter
quadriPERM
Reaktionsgefalie
Scanner; Perfection 2400
Schuttler, IKA-Vibrax-VXR
Seahorse Extracellular

Flux Analyzer XF 24/3

Seahorse Zellkulturplatte XF24 V7PS

Seahorse XF24 Calibrant Solution
Spiegelreflexkamera, D100
Sterilbank, CA/REV 3

Sterilfilter, 0,22 pm
Stickstoffanlage

Super GL2-Analysator

UV-Bestrahlungsgerat, Bio-Vision-3026

Vortexer, Vibrofix VF1
Warmebad, Aqualine AL25
Warmeschrank
Zellkulturflaschen
Zentrifuge

Megafuge 1.0; Rotor: 022771

Hersteller

Privileg

Thermo Fisher Scien.
Integra Biosciences
Tutthauer

Roche
Menzel-Glaser
Sartorius

Thermo Fisher Scien.
Scotsmanlce Systems
Andor Technology
Mettler-Toledo
Keyence

Molsgard medical
Schott
Menzel-Glaser

C. Gerhardt

Thermo Fisher Scien.
SLEE medical

Zeiss

Olympus
IKA®-Werke

Greiner Bio-One
Beckmann Coulter
Greiner Bio-One
Menzel-Glaser
Heidolph Instruments
Greiner Bio-One
Schott

VWR

Greiner Bio-One
Hirschmann

Keyence

Sarstedt

Greiner Bio-One
Epson

IKA-Werke

Seahorse Bioscience

Seahorse Bioscience
Seahorse Bioscience
Nikon

Clean Air Engineering
Roth

Air Liquide

Dr. Miller Geratebau
Vilber Lourmat
IKA®-Werke

LAUDA

Binder

Greiner Bio-One
Thermo Fisher Scien.

114

Ort

Stuttgart
Dreieich
Fernwald

New York, USA
Mannheim
Braunschweig
Gottingen
Dreieich
Vernon Hills, USA
Belfast, UK
Gielen
Neu-lsenburg
Danemark
Mainz
Braunschweig
Kdnigswinter
Dreieich
Mainz
Oberkochen
Hamburg
Staufen
Frickenhausen
Krefeld
Frickenhausen
Braunschweig
Schwabach
Frickenhausen
Mainz
Darmstadt
Frickenhausen
Eberstadt
Neu-Isenburg
Nimbrecht
Frickenhausen
Japan
Staufen
Billerica, USA

Billerica, USA
Billerica, USA
Dusseldorf
Palantine, USA
Karlsruhe
Dusseldorf
Freital
Eberhardzell
Staufen
Kdnigshofen
Tuttlingen
Frickenhausen
Dreieich



ANHANG

6.3 Software und Plugins
Software

Adobe Photoshop

Andor 1Q

BZ Image Analysis Application
CorelDRAW

Imaged

Microsoft Office

Origin

Reference Manager

Plugin

FociPicker3D 3D and 2D particle counter
Live Histogram

Measure RGB

Tumor Statistics

Version

CS3
1.8
3.60
X4
1.44
2007
8G
11

Program

ImageJ 1.44
ImageJ 1.44
ImageJ 1.44
ImageJ 1.44
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Hersteller

Adobe Systems

Andor Technology
Keyence

Corel Corporation

National Institutes of Health
Microsoft

OriginLab Corporation
Thomson Reuters

Entwickler

Guanghua Du

Wayne Rasband

Wayne Rasband

J. Osthof und E. Schoner
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