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1 Einleitung

1.1 Ovarialkarzinome als Tumorentitat

Nach statistischen Angaben des Robert Koch Institutes befinden sich bdsartige Neubildun-
gen nach Erkrankungen des Herz- Kreislaufsystems auf Platz zwei der Todesursachen in
den Industrienationen. Nach Hochrechnungen erkrankten im Jahr 2004 436500 Menschen
und 210000 Menschen verstarben im gleichen Zeitraum an einer malignen Krebserkran-
kung.

Veroffentlichungen des Statistischen Bundesamtes zeigen, dass ca. 9660 Frauen pro Jahr
an einem Ovarialkarzinom erkranken. Dies sind 4,7 % aller malignen Neubildungen bei
Frauen. Allerdings liegt der Anteil an durch Neubildungen der Ovarien verstorbener Frauen,
bei 5,6 % aller Krebserkrankungen, was die schlechte Prognose dieser Tumorentitat auf-
zeigt. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen 67 und 68 Jahren. In den vergangenen 30 Jah-
ren hat sich die Prognose eines Ovarialkarzinoms durchaus verbessert. Die 5-Jahres-Uber-
lebensrate liegt trotz alledem zurzeit bei nur 47 % (Robert-Koch-Institut & Deutschland. Sta-
tistisches Bundesamt., 2010).

1.2 Therapieansatze

Die aktuelle Standardtherapie bei Vorliegen eines Ovarialkarzinoms besteht in der
Kombinationstherapie aus operativer Entfernung des Primartumors, sowie einer adjuvanten
Chemotherapie.

Im Rahmen einer explorativen Laparotomie wird eine histologische Probe der Tumormasse
gewonnen, wodurch die pathologische Diagnose durch eine Schnellschnittdiagnose
gesichert werden kann. Erst im Anschluss an die sichere pathologische Diagnosestellung
wird die operative Entfernung fortgesetzt. Bei gesicherter Diagnose besteht das weitere
Vorgehen in einer kompletten operativen Entfernung beider Ovarien, sowie des Uterus,
Omentum majus, Teilen des Peritoneums und angrenzender Lymphknoten. Das weitere
Vorgehen richtet sich nach dem infiltrativen AusmaB der Raumforderung.

Die adjuvante Chemotherapie folgt im Anschluss an die Operation. Das Therapiekonzept
wird an den jeweiligen Zustand der Patientin angeglichen. Die Standardtherapie besteht aus
einer Kombinationstherapie zweier Chemotherapeutika, Carboplatin und Paclitaxel. In der
Regel erstreckt sich die Therapie tber 15 Wochen mit jeweils dreiwdchigen Pauseninterval-
len. Carboplatin wirkt apoptotisch durch eine Intra- und Interstrang-Quervernetzung der
DNA-Strange. Die Wirkung von Paclitaxel beruht auf einer Abbaustérung der Mikrotubuli,
wodurch eine Zellteilung in der Mitose unmdglich wird. Eine adaquate Schmerztherapie soll-
te Uber die gesamte Therapiedauer durchgefihrt werden.

Beim Auftreten von Tumorrezidiven nach erfolgter Operation und durchgefihrter
Chemotherapie wird in den meisten Fallen ein palliatives Therapiekonzept angestrebit.
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1.2.1 Glukosemetabolismus

Unter dem Begriff der Glykolyse versteht mal allgemein die Verstoffwechselung von Glukose
zu Pyruvat, unter aeroben Bedingungen, oder zu Laktat in anaerober Stoffwechsellage. Die
Glykolyse verlauft in zehn enzymatisch katalysierten Reaktionen in allen eukaryotischen Zel-
len ab. Dabei entstehen unter aerober Stoffwechsellage aus einem Glukosemolekil zwei
Pyruvatmolekiile, sowie zwei Molekiile ATP. Durch weitere Verstoffwechselung der entstan-
den Pyruvatmolekile kann die Kérperzelle weitere 34 Moleklle ATP gewinnen. Also entste-
hen durch reine Glykolyse zwei von insgesamt 36 Molekilen ATP pro Glukosemolekil (Ab-
bildung 1.1). Besteht nun eine anaerobe Stoffwechsellage, kann das fir die Glykolyse bend-
tigte NAD* nicht mehr zu NADH + H* regeneriert werden, da diese Reaktion nur in Anwe-
senheit von Sauerstoff in der Atmungskette ablduft. In diesem Fall wird das entstandene
Pyruvat mittels NADH + H* durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat und NAD* redu-
ziert (Abbildung 1.2). Durch das neu entstandene NAD* kann die Glykolyse erneut ablaufen.
Diesen Mechanismus der anaeroben Glykolyse machen sich Zellen in Sauerstoffmangelsitu-
ationen zu nutze. So kann ein arbeitender Muskel ohne die Anwesenheit von Sauerstoff o-
der Erythrozyten, die keine Mitochondrien besitzen, in denen die Atmungskette ablaufen
kann, weiter Energie in Form von ATP generieren.

Solide Tumoren, die oftmals schlecht vaskularisiert sind und aus diesem Grund eine
schlechte Grundversorgung mit Sauerstoff aufweisen, machen sich die Prinzipien der anae-
roben Glykolyse zu nutze.

Da durch alleinige Glykolyse wesentlich weniger Energie gewonnen werden kann als unter
aeroben Bedingungen, muss die anaerobe Glykolyse wesentlich 6fter ablaufen. Dabei wird
verstandlicherweise mehr Glukose verbraucht. Dieser Effekt wird 1861 von Louis Pasteur an
Hefen beobachtet und demnach als ,,Pasteur-Effekt“ bezeichnet.

Im Jahr 1928 beschreibt Herbert Grace Crabtree durch Beobachtungen an Hefen, dass
auch unter Anwesenheit von geniigend Sauerstoff anaerobe Glykolyse betrieben wird. Er
stellt fest, dass bei einer Glukosekonzentration von Uber 100 mg/l in der Nahrldsung der
»,Crabtree-Effekt” einsetzt (Walenta & Mueller-Klieser, 2004).

Otto Heinrich Warburg entdeckt zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts, dass Tumorzellen
ungewdhnlich hohe Laktatkonzentrationen aufweisen. Diese hohen Laktatwerte bleiben
bestehen, obwohl genligend Sauerstoff fiir eine aerobe Glykolyse vorhanden ist. Bereits
1924 leitet er die unter dem Namen ,Warburg-Effekt” bekannte Hypothese zur Krebsentste-
hung ab. Warburg vermutet, dass eine Sauerstoffmangelversorgung z.B. durch defekte Mit-
ochondrien zur Krebsentstehung beitragen kénnte. In neueren Studien wurde gezeigt, dass
eine Anregung der aeroben Glykolyse das Tumorwachstum hemmt, wogegen eine Steige-

rung der anaeroben Glykolyse das Tumorwachstum verstarkt (Schulz et al., 2006).
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Abbildung 1.1: Glykolyse
Ablauf der Glykolyse in vereinfachter Darstellung.

Die Steigerung der anaeroben Glykolyse wird heute als Ergebnis von Fehlern der
mitochondrialen DNA, von Hypoxie durch schlechtere Vaskularisation des Tumorgewebes
und von einer gesteigerten Signalaktivitdt des Tumorgewebes selbst angesehen. Experi-
mentelle Versuchsanséatze an verschiedenen Tumorentitdten zeigen, dass man sich den Ef-
fekt der gesteigerten anaeroben Glykolyse im Tumor therapeutisch zunutze machen kann,
indem man medikamentds eine Hemmung der Glykolyse herbeifihrt. Der Nachteil einer
kompletten Hemmung der Glykolyse besteht in der potentiellen Geféhrdung von gesundem
Gewebe. So nutzt z. B. das Zentralnervensystem Glukose als Hauptenergielieferanten. Da-
durch besteht eine potentielle neurotoxische Wirkung von Glykolyseinhibitoren. Ein weiterer
Nachteil von derzeit erhaltlichen Glykolyseinhibitoren besteht in ihrer geringen Potenz. Da in
Studien eindeutig die Wirksamkeit einer Glykolysehemmung auf das Tumorwachstum ge-
zeigt werden konnte, besteht die Hauptaufgabe dieses Forschungssektors in der Entwick-
lung und Erprobung neuer, effektiverer Methoden zur Hemmung der Glykolyse. Besonderes
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Interesse besteht an der Entwicklung eines Hemmstoffs, welcher nicht die Blut-Hirnschran-
ke passieren kann und somit eine potentielle Neurotoxizitat ausschlieBt. Sollte dies gelingen,
stinden der Medizin Medikamente zur Verfiigung, die in vielen onkologischen Bereichen

eingesetzt werden kdnnten (Pelicano et al., 2006).
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Abbildung 1.2: Hauptverarbeitungswege von Pyruvat

Pyruvat wird hauptsachlich durch den Pyruvatdehydrogenasekomplex (PDH) oxidativ zu Acetyl-CoA
dekarboxyliert, welches in den Citratzyklus einflieBt. Bei anaerober Stoffwechsellage wird Pyruvat zu
Laktat reduziert. Das dabei entstandene NAD+ kann erneut in der Glykolyse verwendet werden.

1.2.2 Anti-HIF-1x Therapie

HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor) aktiviert die Transkription von Genen, die bei wichtigen
Vorgangen des Stoffwechsels von Krebszellen eine entscheidende Rolle spielen. Neben der
Angiogenese und der Zellmikration spielt HIF-1 beim Glukosemetabolismus eine entschei-
dende Rolle (Semenza, 2003). In unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dass in
verschiedenen Tumorarten eine deutliche Uberexpression von HIF-1ax vorlag und damit ein
erhdhter Anstieg der Mortalitéat einhergeht. Liegt eine erhdhte Konzentration von HIF-1oa im
Tumor vor, gilt dies als positiver pradiktiver Wert flr ein besonders malignes Tumorwachs-
tum (Vaupel, 2004).

Da ein erhéhter Wert von HIF-1a nicht nur fir eine generell schlechtere Prognose der Pati-
enten spricht, sondern auch die Therapieoptionen durch ein verschlechtertes Ansprechen
verschiedener Therapeutika stark beeinflusst, liegt es nahe HIF-1x als direkten Angriffs-
punkt einer medikamentésen Tumortherapie in Betracht zu ziehen (Cairns et al., 2007). In
den vergangenen Jahren hielten immer mehr monoklonale Antikdrper als Therapeutikum
Einzug in die Medizin. Einige monoklonale Antikérper, welche durch ihre Angriffspunkte sehr
nahe mit dem Stoffwechsel von HIF-1«x in Verbindung stehen, werden heute schon thera-
peutisch eingesetzt. So z. B. der humanisierte Antikérper Bevacizumab (Avastin®), der als
Zielstruktur VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) angreift und in der Therapie bei
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Darmkrebs, Brustkrebs und dem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) eingesetzt
wird.

In Abbildung 1.3 sind die Signallibertragungswege von HIF-1x schematisch dargestellt.

Hypoxia

Glucose

We»—» Lactic
. acid

Abbildung 1.3: Signaliibertragungswege von HIF-1x

HIF-1a kontrolliert metabolische und pH regulierende Slgnalubertragungswege Zel-
len reagieren bei Hypoxie mit einer durch HIF-1x ausgelésten Uberexpression von
Glut-1-, Glut-3-Transportern und Enzymen der Glykolyse. Durch Steigerung der
Laktatdehydrogenase wird die Produktion von Laktat aus Pyruvat geférdert. Des
Weiteren wird mithilfe von PDK-1 (Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-1) die Produktion
von Acetyl-CoA gehemmt. Durch Anderungen an den Untereinheiten der Cytochrom
C Oxidase (COX) wird die Effizienz der Atmungskette unter Hypoxie gesteigert.

Aus: (Weidemann & Johnson, 2008)

1.3 Glukosemetabolismus als Prognosefaktor

Wie bereits eingangs erwahnt neigen maligne Tumore zu einer erhéhten Produktion von Lak-
tat (Walenta et al., 2000) und direkt durch die entstehende Hypoxie zu einem Anstieg der

Konzentration an HIF-1x. Beide Faktoren gehen mit einer verschlechterten Prognose fir
den Patienten einher. Eine Erhéhung von LDH (Laktatdehydrogenase) gemessen im Serum
des Patienten kann als Hypoxiemarker herangezogen werden und spielt in der Ischemiedi-
agnostik (z. B. bei einem akuten Mesenterialinfarkt) eine groBe Rolle, ist allerdings als Prog-
nosefaktor in der Tumordiagnostik unbrauchbar.

Eine erfolgversprechende Methode in der Diagnostik stellt die Messung der Glukoseauf-
nahme im Tumorgewebe mittels '8F-2-FDG (Fluordesoxyglukose) PET (Positronen-Emissi-
ons-Tomographie) dar (Denko, 2008). Dieses Verfahren wird bereits seit langerer Zeit in der
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Onkologie benutzt, um Glukosemetabolismus im Tumorgewebe zu beurteilen und damit eine
prognostische Aussage treffen zu kénnen.

1.4 Aufgabenstellung

Wie viele vorangegangene Studien gezeigt haben, spielt in der Pathophysiologie von Tumo-
ren der Glukosestoffwechsel eine ganz besondere Rolle. Da es sich bei Ovarialkarzinomen
um eine sehr maligne Tumorentitéat handelt, bei der trotz deutlicher Fortschritte in der Thera-
pie immer noch eine sehr hohe Mortalitat vorliegt, besteht ein enormer Bedarf an neuen er-
folgversprechenden Therapiekonzepten.

Zu diesem Zweck wurden zwei Ovarialkarzinomzelllinien ausgewéahlt, die bereits in der Mo-
nolayer-Zellkultur etabliert und deren Metabolisierungsverhalten teilweise bekannt ist. Es
wurde gezielt nach Zelllinien mit unterschiedlicher glykolytischer Aktivitat gesucht. Die Wahl
fiel auf die niedrig-glykolytische Zelllinie IGROV1 und die hdher glykolytische Zelllinie OC
316.

Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung des Glukosemetabolismus fiir das Wachstumsverhal-
ten von Tumorzellen systematisch zu untersuchen. Des Weiteren sollte der Verlauf des Me-
tabolismus Uber einen definierten Zeitraum begutachtet werden. Dies alles sollte mit Hilfe
von Wachstumsanalysen, Laktatproduktions- und Glukoseverbrauchskurven ermittelt wer-
den. Um eine Aussage Uiber die Ubertragbarkeit der Daten auf solide Tumoren zu gestatten,
sollten Konzentrationen verschiedener Metabolite in Xenotransplantaten der beiden Ovari-
altumorlinien gemessen werden. Die Konzentrationsmessungen wurden mithilfe der Biolu-
mineszenzmessung realisiert. Der Vorteil dieser Methode liegt in der rdumlichen Darstellbar-
keit der Verteilung und Konzentration von verschiedenen Metaboliten.

Des weiteren sollte es die Aufgabe dieser Arbeit sein, die Bedeutung von HIF-1x in Bezug
auf den Glukosestoffwechsel weiter zu untersuchen, um eine Aussage Uber den Sinn neuer
Therapiekonzepte, welche HIF-1x als direktes Angriffsziel benutzen, machen zu kénnen. Da
vorangegangene Studien gezeigt haben, dass eine Herunterregulierung des HIF-1a Protein-
komplexes bei Zelllinien mit niedriger glykolytischer Aktivitat nur einen sehr eingeschrankten
Effekt zeigt, beschrankt die vorliegende Untersuchung sich auf die Effekte bei der hoch-gly-
kolytischen Zelllinie OC 316. Die Effekte sollten sowohl in vitro, also in Monolayer-Zellkulur

als auch in vivo, also in soliden Xenotransplantaten, untersucht werden.



2 Materialien und Methoden

21 Zellkultur

2.1.1 Zellinien

Fir die in vitro-Untersuchungen an isolierten Tumorzellen stehen durch Kooperation mit
dem Krebsforschungsinstitut des Veneto in Padua zwei Wildtyp-Zelllinien zur Verfliigung. Es
handelt sich bei beiden Zelllinien um Adenokarzinome des Ovars. Bei der Einen handelt es
sich um die niedrig-glykolytische Zelllinie IGROV1, welche aus einer Tumorbiopsie einer 47
jahrigen Patientin stammt und 1985 als Monolayer-Zelllinie etabliert wurde (Benard et al.,
1985). Bei der zweiten Zelllinie handelt es sich um die hoch-glykolytische Zelllinie OC 316.
Diese konnte aus sekundar gebildeter Aszitesfllissigkeit einer 60 Jahre alten Patientin ge-
wonnen werden (Alama et al., 1996).

Zur genaueren Untersuchung des HIF-Proteinkomplexes (Hypoxia Inducible Factor) und
dessen Bedeutung fir den Tumorstoffwechsel und die Tumorvaskularisation wurden in
Padua beide Zelllinien mit einem lentiviralen Vektor transfiziert. Dieser enthélt eine ,anti-HIF-

1x“ shRNA, welche zu einer stabilen Herunterregulation von HIF-1« fuhrt. Alle transfizierten
Zelllinien tragen zusétzlich die Bezeichnung ,AHIF-1ax“. Als Kontrolle wurde ein Leervektor,
genannt ,LUCY, in die Zelllinien eingebracht. Eine vorangegangene Studie zeigte, dass eine
Anti-HIF-1a Transfektion bei der niedrig-glykolytischen Zelllinie IGROV1 keinen signifikanten
Effekt aufweist (Favaro et al., 2008). Aus diesem Grund wurden nur die beiden Wildtyp-Zell-
linien, sowie die Anti-HIF-1x transfizierte Zelllinie OC 316 AHIF-1x und die Kontrollzelllinie
OC 316 LUC fir die Untersuchungen verwendet. Alle vier Zelllinien wurden freundlicher wei-
se von Herrn Dr. Indraccolo (Padua) zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 Kaultivierung der Zelllinien

Die Zelllinien werden in einem Inkubator (Firma) bei 37 °C und 5 % CO- in wasserdampfge-
sédttigter Atmosphéare kultiviert. Jeden Montag werden die Zellen mit einer Zellzahl von
0,4x10* Zellen/cm? passagiert, so dass innerhalb von sieben Tagen eine Konfluenz von 90
bis 100 % vorhanden ist. Medienwechsel werden mittwochs und freitags durchgefiihrt. Als
Medium wird bei allen Zelllinien RPMI 1640 (Fa. PAA) mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum),
10 mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure) als Puffer, 1 mM Na-
triumpyruvat und 1 % L-Glutamat verwendet.

Zum Passagieren der Zellen wird zuerst der komplette Medientberstand entfernt und der in
der Kulturflasche verbleibende Zellrasen mit HANK's Lésung gespdult. Durch den Spilvor-
gang werden Medienreste entfernt und Ca?+*- und Mg?* -lonen, welche flr die Zelladhasion
von groBer Bedeutung sind, komplex gebunden. Nach dem Abschuitten der Spullésung

werden die Zellen in Trypsin bei 37 °C und 5 % CO:2 in wasserdampfgesattigter Atmosphéare
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inkubiert. Die Zelllinie IGROV1 bendétigt sechs Minuten, die Zelllinien der OC 316 Reihe drei
Minuten Inkubationszeit. Die Inkubation wird durch Zugabe von Zellmedium gestoppt und
die abgel&dsten Zellen werden resuspendiert. Da alle verwendeten Zelllinien sehr empfindlich
auf Trypsinreste im Medium reagieren, werden die Zellen bei jeder Passage einmal im Zell-
medium bei 20 °C flir 6 Minuten mit 1000 rpm abzentrifugiert (Megafuge 1,0R, Heraeus). Im
Anschluss werden die Zellen erneut in Medium resuspendiert. Um die Zellen flr die nachste
Passage und anstehenden Versuchsreihen definiert auszusden, werden die
Zellkonzentrationen, durchschnittliche Zelldurchmesser und das durchschnittliche Zellvolu-
men mit einem computergesteuerten Zellzahlgerat (Casy® Modell TT, Scharfe System) be-
stimmt.

Die beiden Zelllinien OC 316 AHIF-1x und OC 316 LUC werden mit 0,5 ug/ml Puromycin
kultiviert. Beide Zelllinien enthalten in inrem Vektor ein Resistenzgen gegen Puromycin. Da
dieses Antibiotikum stark zytotoxisch wirkt, kann durch diese Methode eine Selektion der
Zellen erfolgen, die ihren Vektor abstoBen. Auf eine Zugabe von weiteren Antibiotika und
Antimykotika zum Zellmedium wird bewusst verzichtet.

2.1.3 Automatisierte Zellzahlung

Zur automatisierten Zellzahlung wird ein Zahlgerat (Casy® Modell TT, Scharfe System) be-
nutzt, welches sich das Widerstandsmessprinzip zur Zelldetektion zu Nutze macht. Zur
Messung werden 100 pl der resuspendierten Zellsuspension bendtigt. Die Zellsuspension
wird in 10 ml einer speziellen isotonen Lésung (Casy® Ton) resuspendiert und zur Messung
in das Zahlgerat gestellt. Die weitere Messung verlauft vollautomatisiert ab. Ein definiertes
Volumen der Messflissigkeit wird durch eine Kapillare in das Gerat eingezogen. Wahrend
des Durchtritts durch die Kapillare kann Anhand der Volumenverdrangung der Zellen in der
isotonen FlUssigkeit deren aquivalente GréBe bestimmt werden. Mithilfe des bereits erwéhn-
ten Widerstandsmessprinzips kann anhand von elektrischen Impulsen, die beim Kapilar-
durchtritt entstehen, die Zellzahl ermittelt werden. Nach zweifach durchgeflhrter Messung
wird auf dem Ausgabebildschirm ein Diagramm mit der PartikelgroBe auf der x-Achse und
der Anzahl der Signale auf der y-Achse dargestellt. Mithilfe eines Cursors kann der ge-
winschte Messbereich genau definiert werden, um z.B. Schmutzpartikel und tote Zellen von
der Messung auszuschlieBen. Die Zellzahl/ml, der durchschnittliche Zelldurchmesser und
das durchschnittliche Zellvolumen werden dann auf dem Ausgabebildschirm dargestellt.

2.1.4 Kryokonservierung der Zelllinien

Um einen langfristigen Bestand an Zellreserven vorweisen zu kdnnen, werden Zellen in flls-
sigem Stickstoff bei -192 °C eingelagert. Um die Zellen fir die Langzeitlagerung in fliissigem
Stickstoff vorzubereiten, werden sie wie im Abschnitt 2.1.2 beschrieben abgelést, dann in
10 ml 0,1 M PBS (Phosphate Buffered Saline) gewaschen und bei 4 °C fir 6 Minuten mit
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1600 rpm (Megafuge 1,0R, Heraeus) abzentrifugiert. Im Anschluss wird das entstandene
Zellpellet in vorgekihltem Medium resuspendiert. In dem verwendeten Medium befinden
sich 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid), um die Zellen beim Einfriervorgang vor Kristallbildung
zu schitzen. Die Zellsuspension wird in spezielle Kryordhrchen mit einem Fassungsvolumen
von 1 ml Uberfihrt. In einem Kryoréhrchen befinden sich zwischen 0,5 und 6x108 Zellen. Die
Réhrchen werden in einem speziellen Einfrierbehdlter fir 24 Stunden bei -80 °C eingelagert.
Nach Ablauf der 24 Stunden kénnen die Zellen in fliissigen Stickstoff Gberfiihrt werden.

2.1.5 Auftauen der Zelllinien

Beim Auftauen der Zellen aus der Kryokonservierung muss die gefrorene Zellsuspension
zunachst langsam erwarmt werden. Hierzu wird das Kryoréhrchen vorsichtig im Wasserbad
fir kurze Zeit geschwenkt, bis die Zellsuspension am Rand des Rdéhrchens angetaut ist. Der
Inhalt wird nun vorsichtig in ein vorbereitetes 15 ml Falcon mit 9 ml Zellmedium geschduttet.
Die Zellen werden wie bei der Vorbereitung zum Einfrieren bei 4 °C fur 6 Minuten mit
1600 rpm abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das Zellpelett in Medium resuspen-
diert, die Zellzahl bestimmt und die Zellen werden definiert ausgesat. In den folgenden zwei
Tagen muss jeweils das Medium gewechselt werden, um das verwendete DMSO vollstandig
zu entfernen. Im weiteren Verlauf werden die Zellen mindestens zwei weitere Male passa-

giert, bevor mit Versuchen begonnen wird.

2.1.6 Quantifizierung des Zellwachstums

Um eine Zelllinie zu charakterisieren, missen Versuche zur Beurteilung des Zellwachstums
durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse helfen im Umgang mit der jeweiligen Zelllinie und sind
essentiell fir die Durchflihrung weiterfihrender Versuche.

Die Zellen werden definiert mit 0,5x10* Zellen/cm? in 24 Well Platten ausgesat und bei 37 °C
und 5 % CO: in wasserdampfgesattigter Atmosphére kultiviert. Nun wird taglich bei vier
Wells das Medium durch HANK®s Losung und Trypsin ausgetauscht. Dies geschieht analog,
wie bei der Zellpassagierung unter 2.1.2 beschrieben. Nachdem die Zellen von der 24 Well
Platte abgel6st und in Zellkulturmedium resuspendiert worden sind, wird eine automatisierte
Zellzdhlung wie unter 2.1.3 beschrieben durchgefuhrt. Die Zellzahl/ml, der durchschnittliche
Zelldurchmesser und das durchschnittliche Zellvolumen dienen bei der computergestitzten
Auswertung der Beurteilung des Zellwachstums. Anhand der ermittelten Daten kann beur-
teilt werden, Uber wie viele Tage der Versuch weiterzuflhren ist. Aus den gewonnenen Daten

werden so genannte Wachstumskurven erstellt.

2.1.7 Mykoplasmen-PCR

Mit einer GréBe von 0,1-0,3 pm gehdren Mykoplasmen zu den kleinsten sich selbst repro-
duzierenden Prokaryonten (Hahn, 2009). Aufgrund der geringen GréBe kann eine Kontami-
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nation mit Mykoplasmen nicht unter einer lichtmikroskopischen Beurteilung erkannt werden.
Da Mykoplasmen in Zellen sowohl extra- als auch intrazelluldr vorhanden sein kénnen,
besteht die M&glichkeit, dass der Zellmetabolismus durch eine Kontamination beeintrachtigt
wird. Aus diesem Grund sollten Mykoplasmen-PCRs (Polymerase Chain Reaction) im Ab-
stand von drei Monaten wiederholt werden.

Zur Uberpriifung auf eine Kontamination wird ein kommerzielles Kit (Vendor®GeM-My-
koplasmen-Detektionskit) verwendet. Laut Hersteller sind mit diesem Kit 2-5 Mykoplasmen
pro Probenvolumen detektierbar. Die mitgelieferten Primer erlauben die Vervielféltigung ei-
nes Abschnitts der 16S rRNA-Region des Mykoplasmengenoms. Das amplifizierte PCR-
Produkt hat eine GréBe von ca. 270 bp. Folgende Mykoplasmenspezies werden durch das
verwendete Kit detektiert: M. orale, M. hyorhinis, M. arginini, M. fermentans, M salivarium,
M. hominis, M. pneumoniae, M. synoviae und wegen der Sequenzhomologie des verwende-
ten Genomabschnittes auch Acholeplasma laidlawii, sowie verschiedene Ureaplasma-Spe-
zies (Venor®GeM 11-2007).

Bei jedem Testdurchlauf wurde eine Positiv- und Negativkontrolle, sowie eine interne Kon-
trolle der PCR durchgefiihrt.

Far die Durchfiihrung des Tests wird als Probenmaterial 100 pl Zellkulturiberstand benétigt.
Der Uberstand wird in einem 0,2 ml ReaktionsgefaB fiir 5 Minuten im Thermocycler (Biome-
tra, T-Personal 48) auf 99,9 °C erhitzt, um Proteine im Medienlberstand zu denaturieren. Die
denaturierten Proteine werden anschlieBend fir 5 Sekunden bei 13000 rpm (Biofuge 15, He-
raeus) abzentrifugiert.

Das Probenmaterial kann nun fir die PCR eingesetzt werden. Das Pipettierschema und die
Programmierung des Thermocyclers sind in Tabelle 2.1 und 2.2 aufgeflihrt.

Tabelle 2.1/2.2: Pipettierschema und Ablauf der Mykoplasmen-PCR

Lésung Volumen/Probe Anzahl der Temperatur (°C) | Dauer (Min)
Zyklen
Aqua dest. 15 pl 94 2
10x Puffer 2,5 ul 1 55 2
dNTPs / Primer 2,5 ul 72 2
MgCl2 2,5l 94 0,5
Interne Kontrolle 1,0 pl 34 55 1
Taq Polymerase 0,5 pl 72 1
Probe 1,0 pl 1 72 4
4 -

Nach Ablauf der PCR erfolgt die Gelauftragung der PCR-Produkte in einem 1,5 %igen Aga-
rosegel. Zur Herstellung des Agarosegels wird 0,75 g Agarose in 50 ml 0,5x TBE Puffer
(TRIS-Borat-EDTA-Puffer) in der Mikrowelle erhitzt und mit 2,5 pl Ethidiumbromid versetzt.
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Die fertige Agarose hértet dann unter Abkihlung in der vorbereiteten Gelkammer aus. In die
erste Geltasche wird ein 100 bp Marker aufgetragen. Die PCR-Proben werden mit 2 pl
5x Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen aufgetragen. Nach 20 minttiger Elektropho-
rese bei 160 V erfolgte die Bandenauswertung unter UV-Licht.

2.2 Metabolitmessungen in der Monolayer-Zellkultur

2.2.1 Vorbereitung fiir Laktat- und Glukosemessungen

Alle Versuchsansatze fur die Metabolitmessungen werden in Zellkulturflaschen mit einer
Grundflache von 25 cm? durchgefiihrt. Die Zellen werden im Rahmen einer Passage gewon-
nen und definiert mit einer Zellzahl von 0,5x10* Zellen/cm? in ausreichend viele Zellkulturfla-
schen ausgesét. Bei einem Messansatz tGber 6 Stunden mit einer Startmessung bei 0 Stun-
den und stlndlicher Probengewinnung werden dementsprechend mindestens sieben Zell-
kulturflaschen bendtigt. Es bietet sich allerdings an, mehrere Flaschen als Reserve bereitzu-
halten. Durch diesen Versuchsaufbau kann eine Aussage Uber die Laktatproduktion bzw.
den Glukoseverbrauch Uber einen vordefinierten Zeitraum getroffen werden. Die Zellen wer-
den Uber 96 Stunden ohne Medienwechsel bei 37°C und 5 % CO: in wasserdampfgesattig-
ter Atmosphare kultiviert. Als Medium wird das Standardmedium RPMI 1640 mit den unter
2.1.2 beschriebenen Zusatzen verwendet. Die beiden transfizierten Zelllinien OC 316 AHIF-
1 und OC 316 LUC werden mit 0,5 pg/ml Puromycin im Medium kultiviert. Am Tag der
Probengewinnung besitzt der Zellrasen eine 70-80 %ige Konfluenz.

Alle Versuchsansétze werden flr jede Zelllinie mindestens dreimal in unterschiedlichen Pas-

sagen durchgefihrt.

2.2.2 Probengewinnung

Am Tag der Probengewinnung wird flir jede gewlinschte Inkubationszeit ein Medienwechsel
in einer einzelnen Zellkulturflasche durchgefihrt, worauf jede Kultur dann Uber die jeweils
vorgegebene Dauer bei 37°C und 5 % CO:2 in wasserdampfgesattigter Atmosphére weiter
inkubiert wird. Bei den Medienwechseln wird 2,16 ml Zellkulturmedium auf den Zellrasen
gegeben. Es bietet sich an, die jeweiligen Medienwechsel in zeitversetzter Reihenfolge
durchzuflhren, um die anschlieBenden Probengewinnungen aus den einzelnen Kulturfla-
schen zeitnah durchflihren zu kénnen. (siehe Abbildung 2.1).

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 500 pl Medium in ein vorbereitetes Reaktionsgefal3
mit 500 pl 10 %iger Perchlorsdure (PCA) pipettiert. Durch die Perchlorsdure werden die im
Medienlberstand befindlichen Proteinreste denaturiert. Diese Probe wird sofort auf Eis ge-
stellt. Nach 30 Minuten kénnen die denaturierten Proteine flir 5 Minuten bei 13000 rpm (Bio-
fuge 15, Heraeus) abzentrifugiert und die Ubersténde in ein neues ReaktionsgefaB Uberfiihrt
werden. Diese Probe wird dann bis zur photometrischen Messung bei -80 °C eingelagert.
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In den verbleibenden 10 Minuten bis zur n&chsten Probenentnahme bleibt genligend Zeit,
um den Zellrasen wie unter 2.1.2 beschrieben abzulbésen und eine automatisierte Zellzéh-
lung (siehe 2.1.3) durchzufiihren. Ein Waschen und Abzentrifugieren der Zellen entfallt hier-
bei, da im Anschluss an die Zellzahlung alle Zellen verworfen werden. Mithilfe der gemesse-
nen Zellzahl und des durchschnittlichen Zellvolumens kann im spéateren Vorgehen eine Aus-
sage Uber die Metabolitkonzentration auf das Zellvolumen bezogen oder pro Zelle angege-

ben werden.
Medienwechsel Inkubationszeit Probengewinnung
Oh 6h = 6h
1h 10Min Sh = 6h 10Min
2h 20Min 4h = 6h 20Min
3h 30Min sh = 6h 30Min
4h 40Min zh  _ 6h 40Min

5h 50Min —H— 6h 50Min

7h @ 71

oOh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h

Abbildung 2.1: Zeitmanagement bei der Probengewinnung
Die Medienwechsel erfolgen jeweils um 1h und 10 Minuten zeitversetzt, damit bei der Probengewin-
nung jeweils 10 Minuten flr jede Zellkulturflasche verbleiben.

2.2.3 Laktatproduktionsmessung mittels Photometrie

Die Laktatkonzentrationen in den vorliegenden Medienilberstdnden werden photometrisch
in einer 96 Well-Platte (BioRad Microplate Reader 3550-UV oder Bechman Coulter® DTX
880 Multimode Detector) gemessen. Da Laktat nicht direkt mittels Photometrie bestimmt
werden kann, wird durch Zugabe von NAD (Nicotinamid-adenin-dinucleotid) und in Gegen-
wart von L-LDH (L-Laktat-Dehydrogenase) Laktat zu Pyruvat oxidiert. Hierflr wird ein kom-
merzielles Messkit verwendet (r-biopharm). Bei dieser Reaktion wird gleichzeitig NAD zu
NADH*+H* reduziert. Die wahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist der Menge an L-
Laktat aquivalent. NADH kann aufgrund seiner Absorptionsmaxima bei 334, 340 oder
365 nm photometrisch bestimmt werden (Abbildung 2.2 a).

Das Problem, welches bei dieser Reaktion entsteht, ist dass das Reaktionsgleichgewicht auf
der Seite von L-Laktat liegt. Durch Zugabe des Enzyms GPT (Glutamat-Pyruvat-Transami-
nase) und in Gegenwart von L-Glutamat wird das entstandene Pyruvat durch Transaminie-
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a L-Laktat =—===—=—Pyruvat

NAD*/\ NADH* + H*

b. Pyruvat + L-Glutamat %PA L-Alanin + 2- Oxoglutarat

Abbildung 2.2: Prinzip der photometrischen Laktatbestimmung

a.: Reaktion zur photometrischen Bestimmung von NADH. Die Menge an entstandenem NADH ist
der Laktatmenge &quivalent.

b.: Um das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite von Pyruvat zu verschieben, wird es durch Zugabe
von GTP in Gegenwart von L-Glutamat in L-Alanin umgewandelt. Aus dem hinzugegebenen L-Glu-
tamat entsteht 2-Oxoglutamat.

rung in L-Alanin umgewandelt. Aus dem hinzugegebenen L-Glutamat entsteht durch Oxida-
tion 2-Oxoglutamat (Abbildung 2.2 b).

Um die bei 340 nm gemessenen Extinktionen einem festen Laktatgehalt zuordnen zu koén-
nen, werden bei jedem Versuch Kalibrierlésungen mit bekanntem Laktatgehalt in aufstei-
gender Konzentration mit gemessen. Fir die Kalibrierung wird eine 0,2 M Natrium-Laktat
Lésung in 0,1 M PBS angesetzt. Aus dieser Lésung und Zellkulturmedium werden Kalibrier-
I6sungen in aufsteigender Konzentration von 0-10 mM hergestellt (Tabelle 2.3). Die Kalibrier-
I6sungen werden genau wie die Medientberstande 1:1 mit 10 %iger Perchlorsdure versetzt,
um alle Proteine im Zellkulturmedium zu denaturieren. Nach 30 Minuten kénnen die denatu-
rierten Proteine fir 5 Minuten bei 13000 rpm (Biofuge 15, Heraeus) abzentrifugiert werden
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt werden.

Tabelle 2.3: Pipettierschema fiir die Kalibrierldsungen der Laktatmessungen

mM 0 1 2 4 6 8 10
0,2 M Na-Laktat Ol 1l 2 ul 4 ul 6 ul 8 ul 10 pl
Medium 100 pl 99 pl 98 pl 96 pl 94 ul 92 ul 90 ul

Alle Proben und Kalibrierungsldsungen werden zusammen in einer 96 Well-Platte gemessen.
Es wird fir jede einzelne Probe eine photometrische Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Da-
bei besteht die Méglichkeit bis zu drei komplette Versuchsanséatze und eine Kalibrierungsge-
rade in einer 96 Well-Platte zu messen (Abbildung 2.3). Nach diesem Pipettierschema wird
nach vorherigem Durchmischen des ProbengefaBes in jedes Well ein Probenvolumen von
6 ul gegeben. Alle Proben werden in einem Behélter, der mit Eis geflllt ist, aufgetaut um sie
vor Uberwdrmung zu schiitzen. Zu dem Probenvolumen wird pro Well 125 pl von Rea-
genz 1, bestehend aus Aqua dest., Glycylglycinpuffer mit Glutamat, NAD und GPT hinzuge-
fugt. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Reagenzien befindet sich in Tabelle 2.4.
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Abbildung 2.3: Pipettierschema einer 96 Well-Platte
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Abbildung 2.4: Standardgerade einer photometrischen Laktatbestimmung

Die 96 Well-Platte wird in den Microplatereader gestellt, wo nach zwei Minuten Wartezeit

und finf Sekunden maschinellen Schiittelns der Platte die Extinktionen (Extinktionen 1) bei

340 nm gemessen werden. Nun folgt die Zugabe von 10 pl Reagenz 2, bestehend aus LDH

und Trispuffer pH 7,4 (Tabelle 2.4). Die Platte wird erneut in den Microplatereader gestellt

und die Extinktionen werden bei 340 nm nach 20, 25, 30, 35 und 40 Minuten gemessen.

Wenn die Reaktion vollstdndig abgelaufen ist, verdndern sich die Extinktionen nicht mehr.

Nach Herstellerangaben sollte dieser Punkt nach ca. 30 Minuten erreicht sein. Erfahrungen

zeigen, dass die Reaktion nach 35 bis 40 Minuten vollstdndig abgelaufen ist. Die

Extinktionen der ersten Messung (Extinktionen 1) werden von denen der zweiten Messung

(Extinktionen 2) subtrahiert. Anhand der gemessenen Extinktionen der Kalibrierungslésun-
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gen wird eine Kalibrierungsgerade erstellt und die Laktatkonzentrationen der Proben mithilfe
von Computerauswertung errechnet. Eine Kalibrierungsgerade ist in Abbildung 2.4 exempla-
risch dargestellt.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung Laktat Messkit

Reagenzien Volumen/Well
Aqua dest. 53,06 ul
Glycylglycinpuffer mit Glutamat 58,96 ul
Reagenz1 NAD 11,80 pl
GPT 1,18
Y Reagenz 1 125 pl
LDH 1l
Reagenz 2 Trispuffer pH 7,4 9l
> Reagenz 2 10 pl

2.2.4 Glukoseverbrauchsmessung mittels Photometrie

Der Glukoseverbrauch wird aus den gleichen Medienlberstdnden ermittelt wie bei der Lak-
tatproduktionsmessung unter Abschnitt 2.2.3 beschrieben. Zur Messung der Glukosekon-
zentration wird ebenfalls ein kommerzielles Messkit (r-biopharm) verwendet. Hierbei macht
man sich das Absorptionsmaximum von NADPH bei 340 nm zunutze. NADPH ist hierbei der
Menge an D-Glukose aquivalent. Die Gesamtreaktion besteht aus zwei einzelnen Reaktions-
schritten. Die erste Reaktion stellt den ersten Schritt der Glykolyse dar, die zweite Reaktion
den ersten Schritt des Pentosephosphatwegs. Im ersten Schritt wird D-Glucose und ATP
(Adenosintriphosphat) in Gegenwart des Enzyms Hexokinase (HK) unter gleichzeitiger Bil-
dung von ADP (Adenosindiphosphat) zu D-Glukose-6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert (Ab-
bildung 2.5 a). Im zweiten Schritt wird das entstandene D-Glukose-6-Phosphat und NADP in

a. D-Glukose %A Glukose-6-Phosphat

ATP/_\ ADP

b. Glukose-6-Phosphat % D-Glukonat-6-Phosphat

NADP+/—\ NADPH* + H*

Abbildung 2.5: Prinzip der photometrischen Glukosebestimmung

a.: Im ersten Schritt wird D-Glucose und ATP in Gegenwart des Enzyms Hexokinase unter
gleichzeitiger Bildung von ADP zu D-Glukose-6-Phosphat phosphoryliert.

b.: Im zweiten Schritt wird das entstandene D-Glukose-6-Phosphat und NADP in Gegenwart des
Enzyms Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) zu D-Glukonat-6-Phosphat oxidiert.
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Gegenwart des Enzyms Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) zu D-Glukonat-6-
Phosphat oxidiert. Hierbei entsteht das gewiinschte NADPH (Abbildung 2.5 b).

Analog zum Laktatkit besteht das Messkit flr die Glukosebestimmung ebenfalls aus zwei
Reagenzien. Im Gegensatz zum Laktatmesskit missen die Reagenzien nicht mehr selbst
pipettiert werde, sondern werden vom Hersteller in Pulverform bzw. als Fertiglésung zur Ver-
figung gestellt und missen nur noch mit Aqua dest. oder PBS angesetzt bzw. gebrauchs-
fertig gemacht werden. Suspension 1 liegt in Pulverform vor und enthélt nach Angaben des
Herstellers Triethanolaminpuffer pH 7,6, ca. 110 mg NADP, ca. 260 mg ATP und Magnesi-
umsulfat. Suspension 2 liegt als Fertigldsung vor und enthélt ca. 320 U Hexokinase sowie
ca.160 U Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase.

Auch bei der Glukosebestimmung wird eine Kalibrierung mit den Proben zusammen gemes-
sen, um den genauen Glukosegehalt berechnen zu kénnen. Hierzu wird eine 0,1 M Glukose-
I6sung in PBS angesetzt. Die Glukoselésung wird zusammen mit glukosefreiem RPMI 1640
Zellkulturmedium zu Standardproben in aufsteigender Konzentration von 0-7,5 mM pipet-
tiert. Bei den Kalibrierungslésungen werden ebenfalls, 1:1 in 10 %iger Perchlorsaure, alle
Proteine denaturiert. Das Pipettierschema der Standardproben ist in Tabelle 2.5 zu sehen.

Tabelle 2.5: Pipettierschema fiir die Glukose-Kalibrierungslésung

mM 0 0,75 1,5 3 4,5 7,5 15
0,1 M Glukose Ol 7,5yl 15 pl 30 ul 45 ul 75 ul 150 pl
Medium 1000 I 992,5ul 985 I 970 pl 955 pl 925 ul 850 pl

Da es sich hier um eine 0,1 M Glukoseldsung handelt und nicht wie bei den Laktatstandards
um eine 0,2 M Natrium-Laktatlésung, ergeben sich durch die Verdiinnung mit 10 %iger Per-
chlosaure andere Konzentrationen (Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Konzentrationen fiir die Glukose-Kalibrierungslésung nach Verdiinnung mit Per-
chlorsaure

mM 0 0,375 0,75 1,5 2,25 3,75 7,5

Das Vorgehen bei der Messung verlduft bis auf kleine Anderungen analog zur Laktatmes-
sung. Die Proben werden erneut langsam aufgetaut und nach vorgesehenem Pipettier-
schema 6 pl Probenvolumen pro Well pipettiert. Es wird in jedes Well 139 pl der Reagenz 1
hinzugegeben und nach zweiminitiger Wartezeit und 5 Sekunden Schitteln werden die ers-
ten Extinktionen bei 340 nm gemessen. Im Anschluss an die Messung werden 25 pl der Re-
agenz 2 in jedes Well pipettiert (Tabelle 2.7). Die Extinktionen werden nach 10, 15, 20, 25
und 30 Minuten gemessen. Die Reaktion kommt zwischen 20 und 25 Minuten zum Still-
stand. Zur Auswertung wird dieselbe Methode wie zur Laktatbestimmung verwendet.
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Tabelle 2.7: Zusammensetzung Glukose Messkit

Reagenzien Volumen/Well

Aqua dest. 83 ul
Reagenz1  Suspension 1 56 pl

Y Reagenz 1 139 pl

PBS 24l
Reagenz2 Suspension 2 1ul

> Reagenz 2 25 pl

2.3 In-Cell-Western

Beim In-Cell-Western handelt es sich um eine direkte photometrische Proteindetektion der
Monolayer-Zellkultur in einer 96 Well-Platte.

Die Zelllinien IGROV1, OC 316, OC LUC und OC 316 AHIF-1x werden mit einer Dichte von
1,5x10% Zellen/cm? in eine 96 Well-Platte mit Zellkultur fahiger Beschichtung ausgesat (Ab-
bildung 2.6). Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5 % CO:2 in wasserdampfgesattigter
Atmosphéare wird ein Medienwechsel durchgefihrt. Hierbei werden 50 % mit einem Cobald-
chlorid (CoCl2) versetzten Medium aufgefillt und die andere Halfte der Platte mit normalem
RPMI 1640 Zellkulturmedium beschickt. Das Cobaldchlorid wird in einer Konzentration von
0,1 mM verwendet, um eine chemische Hypoxie zu erzeugen. Nach weiteren 24 Stunden
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO: in wasserdampfgesattigter Atmosphéare wird das Medium
durch Abklopfen entfernt und jedes Well wird zweimal mit 200 pl kaltem PBS gespllt. Bei
allen folgenden Schritten ist es duBerst wichtig, die Zellen nicht antrocknen zu lassen. Das
PBS wird entfernt und durch 125 pl/Well Methanol ersetzt. Dieser Arbeitsgang wird komplett

ohne Hypoxie + 0,1 mM CoCl2
)
/" 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12
HIEC TICED
o
S|| efefenR Xk
g C Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000 Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000
Q
(] D HIFsc 1:50 goat 1:500 HIFSC1:50  goat 1:500
% E Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000 Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000
8 F HIFsc 1:50 goat 1:500 HIF SC 1:50 goat 1:500
w G Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000 Tubulin 1:1000  rabbit 1:2000
I
[3) - E - .
o] \ H HIFsc1:50 goat 1:500 HIF SC 1:50 goat 1:500
J
\ J
Abbildung 2.6: Pipettierschema beim In-Cell-Western
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unter dem Abzug ausgefiihrt. Bei dem verwendeten Methanol ist darauf zu achten, dass es
vor Verwendung auf -20°C gekulhlt wird. Nach 10 Minuten Inkubation folgt eine Spllung aller
Wells mit 200 pl PBS, worauf die Zellen flir 10 weitere Minuten mit 125 pl 0,1% Triton in PBS
permeabilisiert werden. Es folgt erneut eine Spllung mit 200 pl PBS. AnschlieBend wird mit
125 pl Roti®Block (1:10 in PBS) fur eine Stunde geblockt, um Fremdproteine bzw. nicht zel-
luldre Oberflachen abzusattigen und ein unspezifisches Bindungsverhalten des Antikérpers
zu vermeiden. Alle Inkubationen werden ab sofort auf einem Taumelschiittler (REAX 3, Hei-
dolph) durchgeflihrt. Es folgt eine Spilung mit 200 pl PBS und im Anschluss wird jedes Well
mit 125 pl PBS aufgeflllt. Nun erfolgt die Zugabe des Erstantikérpers (50 pl), bzw. 50 pl Rot-
i®Block (1:10 in PBS). Da hierzu die Lésung in jedes einzelne Well pipettiert werden muss,
wird immer bei drei Wells das PBS entfernt und mit Inkubationslésung aufgefiillt, um ein
Austrocknen der Zellen zu verhindern. Die Inkubationszeit betragt eine Stunde. Jedes Well
wird nun zweimal jeweils flir zwei Minuten mit PBS gespult und fir finf Minuten in 50 pl
Peroxidaseblock (3 % H20: in PBS) inkubiert. Durch die Zugabe des Peroxidaseblocks wird
die Grundlage fir die spatere Farbreaktion mit TMB (Tetramethylbenzidin) geschaffen, da
TMB als Substrat flr die Peroxidasen des Zweitantikdrpers dient und somit eine ungewollte
Peroxidasenreaktion verhindert wird.

Es wird erneut mit 200 pl PBS gespdlt und alle Wells werden mit 125 pl PBS aufgefillt. Nun
erfolgt die Zugabe des Zweitantikdrpers (50 pl) nach dem gleichen Verfahren wie beim Erst-
antikorper. Die Inkubationszeit betragt 30 Minuten. Zum Abschluss wird dreimal flr finf Mi-
nuten mit PBS gespdlt: Zweimal mit 200 pl und beim letzten Mal mit 100 pl.

Nun erfolgt die Messung der Leerwertextinktionen mit der letzten PBS-FUllung. Die Leerwer-
te werden bei 655 nm und 450 nm gemessen (BioRad Microplate Reader 3550-UV).

Das PBS wird entfernt und die Wells werden mit 100 pl TMB aufgefillt. Durch die hervorge-
rufene Peroxidasereaktion entsteht ein blau-griiner Farbstoff, der bei 655 nm photometrisch
detektiert wird. Die Reaktion lauft ca. 50-70 Minuten bis sie zum Stillstand kommt und die
Extinktionen das Maximum erreicht haben. Zur Kontrollmessung werden in jedes Well 50 pl
0,5 M Schwefelsdure (H2SO4) hinzugegeben, was einen Farbumschlag in das gelbe Farb-
spektrum bewirkt. Es werden erneut einmalig die Extinktionen bei 450 nm gemessen. Von
den ermittelten Extinktionen werden die Leerwertextinktionen subtrahiert. Die so ermittelten
Extinktionen AE werden mit den Extinktionen der Negativkontrolle verrechnet. Die Ergebnis-
se werden in Bezug auf das Haushaltsprotein «-Tubulin dargestellt.

In Tabelle 2.8 sind der Primar- bzw. Sekundarantikérper aufgefihrt, welche fir den Nach-
weis des HIF-Proteinkomplexes verwendet wurden.
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Tabelle 2.8: Beim In-Cell-Western Blot verwendete Antikérper
In Klammern stehen die Verdlnnungsverhéltnisse bzw. die Artikelbezeichnung des Herstellers.

Primarantikérper (1:50) Sekundarantikérper (1:500)
HIF-1x (C-19) / donkey anti-goat IgG-HRP /
Santa Cruz® (# sc-8711) Santa Cruz® (# sc-2020)

2.4 Metabolitmessungen Xenografts

2.4.1 Xenotransplantate

Zur Herstellung der Xenotransplantate werden SCID-M&use verwendet. Bei der SCID-Muta-
tion der Maus handelt es sich um einen autosomal-rezessiven Defekt, lokalisiert auf dem
zentromeren Ende des Chromosoms 16. Durch den Gendefekt kommt es zu Fehlfunktionen
des T-Zell-Rezeptors (TCR) bei T-Vorlauferzellen, sowie zu einem Fehlen der zellgebundenen
Immunglobuline bei B-Vorlduferzellen. Die SCID-Mause besitzen also keine reifen funktions-
féahigen T- und B-Lymphozyten. Die NK-Zellen (natlrliche Killerzellen) hingegen sind in nor-
maler Anzahl und mit voller Funktionsféhigkeit vorhanden. Da den Mausen ein spezifisches
Immunsystem zur Erkennung von allogenen sowie xenogenen Antigenen fehlt, sind sie pra-
disponiert fiir eine Xenotransplantation humaner Krebszellen (Bosma et al., 1983).
Xenotransplantate werden durch subcutane Injektion der Tumorzellen (5x10* Zellen/Injekti-
on) in beide Flanken der Maus hergestellt. Alle verwendeten Mause sind zum Zeitpunkt der
Injektion sechs bis acht Wochen alt (Favaro et al., 2008). Die Enthnahme der Xenotransplan-
tate erfolgt unter direkter Kryokonservierung der Tumore. Eine Einlagerung der Tumore er-
folgte nach Lieferung bei -80 °C.

Die Xenotransplantate der Zelllinien IGROV1, OC 316, OC LUC und OC 316 AHIF-1a wur-
den im Istituto Oncologico Veneto-Instituto di Ricovero e Cura Scientifico, Padua (ltalien)
angefertigt und von Herrn Dr. Indraccolo (Padua) zur Verfligung gestellt.

2.4.2 Herstellung der Gefrierschnitte

Um die Gefrierschnitte der Xenotransplantate herzustellen, werden die Tumoren bei ausrei-
chender GréBe in zwei gleich groBe Stiicke unterteilt. Ein Teil wird fir die Anfertigung der
Gefrierschnitte zum Temperaturangleich in das Kryomikrotom (Slee, Mainz) gelegt, wobei
die andere Tumorhélfte wieder bei -80 °C eingelagert wird. Der Tumor wird nach ca. 20 Mi-
nuten Temperaturausgleich flr den Schneidevorgang prapariert. Vom Tumor werden Uber-
schissige Gewebereste der Maus, wie z. B. Haut, Haare oder Muskelgewebe mit einem
Skalpell entfernt. Das verbleibende Xenotransplantat wird auf einem Schneideblock in Ein-
bettmedium aufgeblockt und fiir einige Minuten ausgehartet. Bevor der eigentliche Schnei-
devorgang beginnt, werden mit einer Biopsiegabel zwei parallel verlaufende Ldcher in einem
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90° Winkel zur Schnittflache in den Tumor gestochen. Dies dient der spateren Orientierung
bei der Auswertung der Tumorschnitte. Die Schnittserie beginnt mit einem 10 pm Schnitt fir
eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung). Wenn die Schnittdicke seit dem letzten
Schnitt verdndert wurde, wird ein Fehlschnitt durchgeflihrt, um die neu eingestellte Schnitt-
dicke zu garantieren. Nun folgt die erste Schnittserie, die flir die Biolumineszenzmessung
verwendet wird. Es wird begonnen mit drei Schnitten der Dicke 16 pm fir Glukose-, ATP-
und Laktatbestimmung, gefolgt von einem 20 um Schnitt fir die Pyruvatbestimmung. Alle
Schnitte fir die bildgebende Biolumineszenz werden auf 60 x 24 mm groBen vorgeklhlten
Deckglasern aufgenommen. Der Schnitt fir die Glukosemessung wird direkt bei -20 °C ein-

Cytokeratin Farbung

Pyruvat
20 pm

" Glukose
Laktat 16 pm
16 pm
HE-Farbung
10 pm
Tumor in Einbettmedium

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung zur Herstellung von Schnittserien

Die Herstellung der Schnittserien erfolgt in der dargestellten Reihenfolge: Glukose (16 pm), ATP|
(16 pm), Laktat (16 pm), und Pyruvat (20 pm). Zur Orientierung bei der computergesteuerten Auswer-|
tung und flr spétere histologische Untersuchungen folgen fiinf 10 um dicke histochemische Schnitte.
In der Grafik ist ein Schnitt mit einer HE-Farbung und ein Schnitt mit einer Cytokeratin Farbung dar-
gestellt.
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gelagert, wogegen die Schnitte fir ATP-, Laktat-, und Pyruvatmessungen fir 10 Minuten auf
ein 100 °C warme Heizplatte gelegt werden, um im Anschluss ebenfalls bei -20 °C eingela-
gert zu werden. Durch die Erwdrmung der Schnitte werden endogene Enzyme im Tumorge-
webe denaturiert, was einen unerwinschten endogenen Abbau der Metabolite verhindert.
Des Weiteren wird FlUssigkeit im Gewebe verdampft. Nach den Schnitten flir die Metabolit-
messungen werden finf 10 pm dicke Schnitte flr histochemische Farbungen angeschlos-
sen. Fur Farbungen vorgesehene Schnitte werden auf SuperFrost® Plus Objekttrager (Men-
zel) mit einer GréBe von 75 x 25 x 1,0 mm aufgenommen. Mit den ersten beiden Schnitte
wird eine HE-Farbung bzw. CK-Farbung (Cytokeratin-Farbung) durchgefiihrt (Abbildung 2.7).
Dies ist fur die spatere Auswertung der Messschnitte von Bedeutung. Alle Schnitte fir his-
tochemische Farbungen trocknen fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur, bevor sie bei -20 °C
eingefroren werden.

2.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die HE-Féarbung ist die gebréuchlichste histologische Farbung und ermdglicht eine Differen-
zierung zwischen vitalem und nekrotischem Tumorgewebe. Gefarbte Schnitte werden ver-
wendet um eine arealsspezifische Auswertung der Biolumineszenzbilder zu erméglichen.
Die 10 pm dicken Schnitte werden fir 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und an-
schlieBend flr sieben Minuten in Aceton fixiert. Im Anschluss an die Fixierung werden die
Objekttrager fur zwei Minuten in Mayers saures Hamalaun (Merck) getaucht. Danach erfolgt
das Blduen der Schnitte fUr finf Minuten unter leicht flieBendem Leitungswasser. Anschlie-
Bend erfolgt eine kurze Spulung in destilliertem Wasser. Nun werden die Objekttrager fur 15
Sekunden in Eosin ,,G* (Merck) getaucht, bevor alle Schnitte dreimalig in destilliertem Was-
ser gespult werden. Zum Entwassern der Schnitte werden sie nacheinander in eine Alkohol-
reine mit 70 %, 80 %, 96 % und 100 % Isopropanol gegeben. Die Schnitte verweilen fir
funf Minuten in der Kivette mit 100 % Isopropanol, um im Anschluss ebenfalls fir jeweils
funf Minuten in drei Klvetten mit Xylol eingetaucht zu werden. SchlieBlich werden die
Schnitte mit Roti®-Histokitt (Roth) eingedeckt und kénnen nach dem Trocknen fotografiert

werden.

2.4.4 Cytokeratin-Farbung

Die Vorteile der bildgebenden Biolumineszenz besteht in der quantitativen Metabolitdetekti-
on innerhalb kleinster Tumorareale. Um humanes Tumorgewebe zu lokalisieren und Binde-
gewebe der Maus von der Messung auszuschlieBen, muss das Tumorgewebe spezifisch
gefarbt werden. Hierfur eignet sich die CK-Farbung.

Cytokeratine sind epitheliale Strukturproteine, welche u.a fir die Zellstabilitdt und Formge-
bung verantwortlich sind. Zur Farbung wird ein Mouse anti-human Antikérper mit Breitspek-
trumaffinitat auf Cytokeratin ausgewahlt. Dadurch kann das Tumorgewebe spezifisch unter
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Aussparung des Bindegewebes der Maus angefarbt werden. Das verwendete kommerzielle
Farbekit ermoglicht eine Bindung des Erst- und Zweitantikérpers im ReaktionsgefaB. Durch
das Abfangen des Uberschissigen Zweitantikdrpers kann eine ungewollte Bindung mit
Fremdantigenen verhindert werden.

Die Gefrierschnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und fir finf Minuten in Aceton
fixiert. FUr die CK-Farbung wird das ARK™ (Animal Research Kit) der Firma Dako in Kombi-
nation mit einem Cytokeratin pan Antikérper verwendet. Die Farbung wird nach dem Proto-
koll des Herstellers mit anschlieBender Hamatoxylin Kernfarbung durchgefiihrt.

2.4.5 Bildgebende Biolumineszenz

Das Verfahren der bildgebende Biolumineszenz erlaubt eine arealsspezifische Metabolitbe-
stimmung in Kryotomschnitten von Tumorbiopsien und Xenotransplantaten. Diese Methode
ist fir die Metabolite ATP, Laktat, Glukose (Mueller-Klieser & Walenta, 1993) und Pyruvat
(Sattler et al., 2007) etabliert.

Der Nachweis der genannten Metabolite durch Biolumineszenz beruht auf der chemischen
Reaktion von Luziferasen. Durch diese Enzyme werden Reaktionen katalysiert, die Photonen
emittieren. Die Intensitat der Lichtemission ist hierbei in einem bestimmten Abschnitt des
Reaktionsablaufs proportional zur Konzentration der nachzuweisenden Metabolite. Fir den
Nachweis von ATP wird die Luziferase aus dem Abdomen eines Leuchtkafers (Lampryridae)
(Roche) verwendet. ATP wird hierbei unter Beteiligung von Luciferine in einer direkten Licht-
reaktion umgesetzt. Bei Laktat und Pyruvat wird das Coenzym NADH bzw. NADPH erzeugt.
Diese Coenzyme sind an der Reduktion von FMN (Flavin-Mononukleotid) zu FMNH:2 betei-
ligt, welches in einer Aldehydreaktion unter Beteiligung von bakterieller Luziferase wieder zu
FMN oxydiert wird. Bei dieser Reaktion entsteht aus dem langkettigen Aldehyd Fettsaure.
Des Weiteren werden bei dieser Reaktion Photonen emittiert.

Die der Messung zugrunde liegenden Lichtreaktionen sind in Abbildung 2.8 genauer darge-
stellt.

Eine genaue Zusammensetzung der Reagenzien fir die Biolumineszenzmessung ist im An-
hang aufgelistet.

Die komplette Apparatur inklusive Mikroskop, Messkammer und Biolumineszenzkamera be-
findet sich in einer lichtundurchlassigen Black-Box. Das Labor ist aufgrund der temperatur-
labilen Reagenzien klimatisiert und wéhrend der Messungen stark abgedunkelt.

2.4.6 Biolumineszenzkameras

Im Laufe der Experimente wurden flr die Metabolitmessungen in den Xenotransplantaten
zwei verschiedene Biolumineszenzkameras verwendet (C2400 Hamamatsu, Herrsching und
Andor 1Q). Nachfolgend sind die Eigenschaften beider Gerate aufgefihrt:
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a ATP + Luciferine + 02MA Oxyluciferine + CO, + AMP + PP, + [Licht
b. Laktat % Pyruvat GPT# Alanin
NAD*/—\ NADH + H* Glutamat/\\ 2-Ketoglutarat

& Glukose # Glukose-6-Phosphat % D-6-Phosphoglukonolakton

ATP /\ADP NADP‘/—\ NADPH + H*
d. Pyruvat % CO, + Acetyl-CoA

NAD‘/\ NADH + HAl

*2
FMN === FMNH,
L > NAD(PH+ H*/—\ NAD(P)*

FMNH, + langkettiges Aldehyd + O, *3% FMN + Fettséure + H,0 + Liclit

Abbildung 2.8: Lichtreaktionen fiir Metabolitmessungen

*1: Luziferase des Leuchtkafers (Lampyridae); *2: NAD(P)H-FMN Oxidoreduktase; *3: bakterielle
Luziferase

: Reaktion zum Nachweis von ATP.

: Reaktion zum Nachweis von Laktat.

: Reaktion zum Nachweis von Glukose.

.. Reaktion zum Nachweis von Pyruvat.

Die Lichtreaktion unter a. ist eine eigensténdige Reaktion, basierend auf der Lichtreaktion des

Leuchtkafers, wogegen die Reaktionen b.-c. alle in der gleichen Lichtreaktion, basierend auf bakteri-

eller Luciferase, enden.

TG00 B

Hamamatsu C2400:

Der Photonendetektor und eine CCD-Kamera (Charge-coupled Device) sind in Reihe ge-
schaltet auf einem Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot, Zeiss Oberkochen) montiert. Die in der
Photokathode auftreffenden Photonen setzen Elektronen frei, die durch eine Verstarkerein-
heit (Multichannel-Plate, MCP) geleitet, vervielfacht und auf einen Phosphorschirm projiziert
werden. Diese Projektion wird mithilfe der CCD-Kamera in ein digitales Videosignal umge-
wandelt und mittels digitaler Datenverarbeitung weiter verarbeitet. Es werden 25 Einzelbil-
der/Sekunde mit einer Aufldsung von 768x574 Pixel aufgezeichnet. Bei einer angenomme-
nen Messzeit von einer Minute entspricht dies 1500 Einzelbildern. Die Bilder werden zu ei-
nem einzigen Bild mit einer Informationstiefe von 16 Bit addiert und im TIF-Format (tagged
image file format) gespeichert.
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Andor™ iXonEM+:

Der groBe Vorteil der Biolumineszenzkamera der Firma Andor ist, dass diese ohne sich ver-
brauchende Verstarkereinheit (Multichannel-Plate, MCP) auskommt. Statt dessen wird das
Signal elektronisch durch eine ,blackilluminated“ EM-CCD Kamera verstarkt. Um das Hin-
tergrundrauschen zu reduzieren, befindet sich der digitale Bildsensor in einer Vakuumhiille
und wird auf -70 °C gekihlt. Dadurch kann eine anhaltende Bildqualitat tUber Jahre garan-
tiert werden. Das Biolumineszenzbild wird nicht durch eine Aufsummierung mehrerer Einzel-
bilder erzeugt, sondern als Langzeitbelichtung Uber die komplette Messzeit. Ein weiterer
Vorteil ist die etwas héhere Auflésung von 1024x1024 Pixel der Kamera.

2.4.7 Aufbau der Messkammer

Die Messkammer, in der die eigentliche Lichtreaktion stattfindet, befindet sich auf dem Ob-
jekttisch des Lichtmikroskops mit einem 1,25x-Objektiv. In der aus Kupfer gefertigten Mess-
kammer ist eine Reaktionskammer aus Aluminium eingebracht, welche mithilfe einer Schub-
lade in die Messkammer eingeflihrt wird. In der Reaktionskammer befindet sich eine ca.
1 cm groBe Offnung, deren Boden mit einem eingearbeiteten Deckglas abgedichtet ist (Re-
aktionsmulde). Die komplette Messkammer wird mittels Wasserkihlung auf 20 °C (ATP, Lak-
tat und Glukose) bzw. 30 °C (Pyruvat) gekihlt. Die Raumtemperatur sollte bei ca. 22 °C (ATR,
Laktat und Glukose) bzw. 26 °C (Pyruvat) liegen (Abbildung 2.9).

2.4.8 Biolumineszenzmessung

Vor Beginn der Messung muss die Raumtemperatur und die Temperatur der Messkammer
auf den bendtigten Stand reduziert werden. Die Tumorschnitte werden bis zur Messung bei
-20°C gelagert.

Vor jeder Messung werden die Tumorschnitte auf einer Heizplatte fur 1-2 Sekunden erhitzt,
um den Schnitt aufzutauen und Uberschissige Flissigkeit zu verdampfen. Nun wird der
Schnitt, mit dem Gewebe nach unten, auf der Reaktionskammer fixiert und mithilfe der Bio-
lumineszenzkamera fotografiert. Dieses Bild ist fir die spatere Computerauswertung von
groBer Bedeutung. Die Reaktionskammer wird wieder aus der Messkammer entfernt und
das Deckglas mit dem Tumorschnitt leicht angehoben, um die Reaktionslésung auf das
Deckglas der Reaktionskammer zu geben. Es werden 60 pl der gekihlten Reaktionslésung
blasenfrei auf das Deckglas pipettiert und der Tumorschnitt langsam abgesenkt. Sobald das
Gewebe die Reaktionsflissigkeit berlhrt, wird die Inkubationszeit gestartet. Die Schublade
mit der Reaktionskammer wird in die Messkammer gestellt, die Black-Box wird lichtdicht
verschlossen und nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Messung gestartet. Wahrend der
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Abblldung 2.9: Apparatur fiir die bildgebende Biolumineszenz

Versuchsaufbau mit Mikroskop (Axiophot, Zeiss) und Biolumineszenzkamera

(C2400 Hamamatsu): Multichannel-Plate (1) und CCD-Kamera (2).

Mikroskop (Axiophot, Zeiss) mit Digitalkamera (D100, Nikon) (3) zur Dokumentation der
histochemischen Farbungen.

Biolumineszenzkamera der Firma Andor (AndorTM iXonEM+) (4).

.. kupferne Messkammer mit angeschlossener Wasserkihlung. Rechts daneben:

Probenschlitten und Reaktionskammer.

: Reaktionskammer im Probenschlitten.

geschlossene Messkammer.
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Messung muss die Lampe des Lichtmikroskops ausgeschaltet sein. Nach jeder Messung
wird erneut jeder Tumorschnitt mithilfe der Biolumineszenzkamera fotografiert, um ein Ver-
rutschen des Schnittes kurz vor oder wahrend der Messung zu dokumentieren.

Die Reaktionskammer wird gereinigt und fir die ndchste Messung vorbereitet.

2.4.9 Unterschiede der verschiedenen Metabolite

Die Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der Lichtreaktionen wurden bereits in Abschnitt
2.4.5 erlautert. Hier sollen die messspezifischen Unterschiede dargestellt werden.

In Abhangigkeit von Metabolit und Reaktionslésung unterscheiden sich die Inkubationszeit
und die Messzeit sehr stark (Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9: Messbedingungen bei den vier Metaboliten

Inkubationszeit | Messzeit Raumtemperatur | Temperatur der
Messkammer
ATP 15s 45s 22 °C 20 °C
Laktat 15s 35s 22 °C 20 °C
Glukose 15s 60 s 22 °C 20 °C
Pyruvat 10s 140 s 26 °C 30°C

2.4.10 Kalibrierung der Biolumineszenzreaktion

Da bei dem verwendeten Biolumineszenzverfahren das emittierte Licht proportional zur Um-
satzrate des zu messenden Metabolits ist, kann mithilfe von Lésungen bekannter Metabolit-
konzentration eine Kalibrierungskurve erstellt werden.

Hierzu wird Einbettmedium mit bekannten Konzentrationen von ATP, Laktat, Glukose und
Pyruvat versetzt und anschlieBend nach demselben Verfahren wie die Tumorschnitte im Mik-
rokryotom geschnitten. Aus den Ergebnissen der Biolumineszenzmessungen dieser Stan-
dardschnitte werden Kalibrierungskurven angefertigt. Da die Reaktionen bei der Biolumines-
zenz sehr stark temperaturempfindlich sind, werden die Kalibrierungsmessungen zeitnah zu
den Messungen der Tumorschnitte durchgeftihrt.

Die fertigen Kalibrierungskurven wurden freundlicherweise von Frau Meyer und Frau Dr. Sat-

tler zur Verfligung gestellt.

2.4.11 Computergestiitzte Auswertung

Um Tumorgewebe als funktionelles vitales Gewebe identifizieren zu kénnen, muss als erstes
die Auswertung der ATP-Messung erfolgen. Die ausgewéhlten Areale (ROI, Region Of Inte-
rest), die ausreichend ATP (mindestens 0,2 pmol/g) enthalten, werden als Referenzareale fir

die anderen Metabolite in Parallelschnitten genutzt.
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Zu Beginn werden die Durchlichtbilder, die von jedem Tumorschnitt vor dem Messvorgang
angefertigt wurden, und die eigentlichen Biolumineszenzbilder von 16 Bit-Bildern in Bilder
mit 8 Bit Informationstiefe umgewandelt (Imaged 1.37v) und unter einem neuen Namen ge-
speichert. Dieser Schritt ist nétig, da Photoshop (Adobe Photoshop CS2/CS3) keine 16 Bit-
Bilder in TIF-Format &6ffnen kann. Die Bilder werden nun zusammen mit den vorher fotogra-
fierten HE und CK-Bildern in Photoshop gedffnet. Da es sich um Parallelschnitte aus einem
Tumor handelt, kbnnen das Durchlichtbild, HE- und CK-Bild auf das Biolumineszenzbild
halbtransparent Uberlagert werden. Hierzu empfiehlt sich, fir jedes Bild eine neue Bildebene
zu verwenden. Es wird in einer neuen Bildebene eine Maske der ,,Region of Interest” (ROI)
angefertigt, die alle Areale enthalt, die ausgewertet werden sollen. Diese Maske wird unter
einem neuen Namen als 8 Bit-TIFF-Datei gespeichert.

Bis zu diesem Punkt ist die Auswertung bei beiden Kameramodellen identisch. Die Kamera-
software der zweiten Kamera (Andor 1Q 1.8) hat eine Funktion fir die Auswertung einer ROI
integriert. Bei Biolumineszenzbildern, die mit der Kamera von Hamamatsu aufgenommen
werden, muss die Auswertung mit Imaged erfolgen.

Auswertung mit ImageJ:

Die angefertigte Maske und das 16 Bit-Biolumineszenzbild werden in Imaged gedffnet. Als
erstes muss das 8 Bit-Maskenbild in ein 16 Bit-Bild umgewandelt werden, um die Kompati-
bilitdt zu dem Biolumineszenzbild zu gewahrleisten. Mit Hilfe des Zauberstab-Werkzeugs
wird die Maske markiert, kopiert, im Biolumineszenzbild eingefligt und an die korrekte Posi-
tion verschoben. Der Farbbereich auBerhalb der Maske wird entfernt (Edit = Clear Outside).
Aus dem verbleibenden Areal des 16 Bit-Graustufenbilds wird mithilfe eines Plugins (Six-
teenBit Histogram) ein tabellarisches Histogramm erzeugt. In diesem Histogramm ist jedem
Graustufenwert eine Pixelanzahl zugeordnet. Diese Tabelle kann in eine Exeltabelle (Micro-
soft® Exel) kopiert werden und mit der erzeugten Kalibrierungskurve ausgewertet werden.
So kann ein Durchschnittswert der Metabolitkonzentration in pmol/g fir jede ROl angege-
ben werden.

Auswertung mit Andor 1Q 1.8:

Bei der neueren Biolumineszenzkamera besteht die Mdglichkeit das Maskenbild direkt in
der Andor-Software zu 6ffnen und auf das Biolumineszenzbild zu kopieren. Es wird der mitt-
lere Graustufenbereich (Mittelwert), das Maximum und die Standardabweichung, sowie die
Flache der ROI angezeigt. Aus diesen Werten kann wiederum in einer Exeltabelle mithilfe
der Kalibrierungskurve ein Durchschnittswert der Metabolitkonzentration in pmol/g fir die
ausgewerteten Tumorschnitte angegeben werden.

2.4.12 Falschfarbenkalibrierung

Mithilfe von HE- und Cytokeratinfarbungen von Parallelschnitten der gemessenen Tumor-
schnitte ist es méglich, mit ebenenbasierter Grafiksoftware (Adobe Photoshop CS, CS2 und
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CS3) eine Maske zu erstellen, die eine Unterscheidung zwischen vitalem Tumorgewebe,
Nekrosen und Stroma des Wirtstiers gestattet. Diese Maske wird mithilfe des Biolumines-
zenzbilds der ATP Messung modifiziert, damit der Bereich des vitalen Tumorgewebes noch
genauer abgegrenzt werden kann. Die so erstellte Maske wird nun auf die Biolumineszenz-
bilder der Laktat-, Glukose- und Pyruvatmessungen Ubertragen und ermdéglicht somit eine
genaue arealsspezifische bzw. strukturbezogene Auswertung des vitalen Tumorgewebes. Da
es sich um Parallelschnitte handelt, muss die Maske bei jedem Tumorschnitt etwas ange-
passt werden.

Die Methode der bildgebenden Biolumineszenz ermdglicht es aus den Biolumineszenzbil-
dern ein farbiges Bild zu erzeugen. Die 16 Bit (C2400 Hamamatsu) bzw. 14 Bit Graustufen-
bilder (Andor™ iXonEM+) werden als 8 Bit Bilder gespeichert. Im nachsten Schritt wird eine
tabellarische Zuordnung der Graustufen zu verschiedenen RGB Farben vorgenommen (Mi-
crosoft® Exel). Diese wird mithilfe der Kalibrierungswerte der jeweiligen Messung und des
maximalen Grauwerts des Biolumineszenzbilds erstellt. Mit dem Grafikprogramm ImageJ
und einem speziellen Plugin (LUT Panel 2.2) kann aus dem 8 Bit Biolumineszenzbild mithilfe
der tabellarischen Farbzuordnung ein so genanntes Falschfarbenbild erstellt werden.
Exemplarisch wurde von jeder Zelllinie die Schnittserie eines einzelnen Tumors ausgewahlt,
um die Besonderheiten der Metabolitverteilung im Tumorschnitt zu erldutern. In Abbildung
3.15 im Ergebnisteil befinden sich die Falschfarbenbilder und Bilder der HE-Farbungen der
beiden Wildtypzelllinien IGROV1 und OC 316.

2.5  Statistische Auswertung

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewdhrleisten, wurde versucht, alle Experi-
mente mindestens dreimal zu wiederholen, zudem erfolgten Mehrfachbestimmungen bei
einzelnen Proben.

Bei allen Metabolitbestimmungen in Monolayer-Zellkultur sind im folgenden Abschnitt Mit-
telwerte aus drei unabhéangigen Versuchen und deren Standardabweichungen aufgefihrt.
Die Metabolitkonzentrationen in den Xenotransplantaten sind Mittelwerte aus einer areals-
spezifischen Auswertung. Bei den Tumoren aus den beiden Wildtypzelllinien wurden pro
Zelllinie funf Tumore mit jeweils drei Tumorschnitten gemessen. Bei der Zelllinie OC 316
LUC wurden sieben Tumoren mit jeweils zwei bis vier Tumorschnitten und bei der Zelllinie
OC 316 AHIF-1a wurden acht Tumore mit ebenfalls zwei bis vier Tumorschnitten gemessen.
Alle Daten sind in Boxplots grafisch dargestellt. Die genauen Eigenschaften der Boxplots
sind in Abbildung 2.10 gezeigt.

Die Daten aus dem In-Cell-Western wurden aus einem Einzelexperiment mit einer Dreifach-
bestimmung der einzelnen Proben gewonnen.

Zur statistischen Analyse der Daten wurden die Programme Exel (Microsoft® Exel for Mac
2008, Microsoft, USA) und Origin (Origin 7G, Origin Lab, Northampton, USA) verwendet.
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Mithilfe von Microsoft® Exel wurden die Daten der deskriptiven Statistik (Mittelwert, Stan-
dardabweichung, Median, Minimalwerte und Maximalwerte) berechnet, sowie zur Bestim-
mung der Signifikanz der t-Test verwendet. Die grafische Analysen sowie Regressionsanaly-

sen wurden mithilfe von Origin durchgefihrt.

— ——————— Maximum
-|- -------- 95 %
=== 'Y
--- Median
-———-- --- Mittelwert
J_ -—= 25%
-------- 5%
— —————— Minimum
Abbildung 2.10: Eigenschaften der Boxplots
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit werden die metabolischen Eigenschaften zweier verschiedener Ovarialkarzi-
nomzelllinien in Monolayer-Zellkultur mit deren Stoffwechseleigenschaften im soliden Xe-
notransplantat verglichen.

Bei den in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Zelllinien wurden Laktatproduktions- sowie Gluko-
severbrauchsmessungen in Monolayer-Zellkultur durchgefiihrt. Die hierbei gewonnenen Er-
gebnisse werden mit den Metabolitkonzentrationen im Xenotransplantat der jeweiligen Zell-
linie verglichen. Hierzu wurden mithilfe des unter Abschnitt 2.4.5 beschriebenen bildgeben-
den Biolumineszenzverfahrens die Metabolite ATP, Laktat, Glukose sowie Pyruvat bestimmt.
Zur Kontrolle der Transfektion der Zelllinien OC 316 AHIF-1a und OC 316 LUC wurde mithil-
fe des In-Cell-Western Blot die Quantitat des HIF-1a Proteinkomplexes Uberprift.

Um genauere Kenntnisse Uber die verwendeten Zelllinien zu erhalten und um diese charak-
terisieren zu kdnnen, wurde mit einer Wachstumsanalyse jeder Zelllinie begonnen. Die hier-
bei gewonnenen Erkenntnisse wurden benétigt, um die Versuchsansatze flr die Metabolit-
messungen und den In-Cell-Western Blot fir jede Zelllinie individuell inrem Zellwachstum
und den jeweiligen Teilungsraten entsprechend gestalten zu kénnen.

3.1 Quantifizierung des Zellwachstums

Um genaue Erkenntnisse Uber das Wachstumsverhalten der Zelllinien IGROV1, OC 316,
OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1« zu erlangen, wurden die Zellen wie unter Abschnitt 2.1.6
beschrieben definiert ausgesat und das Zellwachstum mittels automatisierter Zellzihlung
(siehe 2.1.3) bestimmt. Mithilfe der halblogarithmischen Darstellung der gewonnenen Daten
wurden aus den Steigungen im Bereich des exponentiellen Wachstums die Verdopplungs-
zeiten der Zellen bestimmt.

Tabelle 3.1 zeigt die Verdopplungszeiten der Zelllinien IGROV1, OC 316, OC 316 LUC und
OC 316 AHIF-1a. Die Wachstumskurven, welche als Grundlage zur Ermittlung der Verdopp-
lungszeiten herangezogen wurden, sind in Abbildung 3.1 dargestellt.

Die Zelllinie IGROV1, die fir ihre niedrige glykolytische Aktivitdt bekannt ist, zeigte in den
Versuchen eine Verdopplungszeit von 16,5 h. Bei der Erstbeschreibung der Zelllinie wurden
Verdopplungszeiten von 17 - 22 h, in Abhangigkeit der Passagenzahl, gemessen (Benard et

al., 1985). In derselben Publikation wurde beschrieben, dass das Wachstum der Zellen nach
der exponentiellen Wachstumsphase bei einer Zelldichte von etwas 1,5x10° Zellen/cm? in
die Platteauphase Ubergehen. Diese Erkenntnis deckt sich mit den hier gewonnenen Daten.
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Abbildung 3.1: Wachstumskurven
Die Abbildung zeigt reprasentative Wachstumskurven der Zelllinien IGROV1 (a.), OC 316 (b.), OC 316
LUC (c.) und OC 316 AHIF-1x (d.) in halblogarithmischer Darstellung. Es wurde die Zellzahl/cm? ge-
gen die Wachstumsdauer in Stunden (h) aufgetragen. In jeder Grafik ist die Steigungsgerade im ex-
ponentiellen Wachstum mit der dazugehdrigen Geradengleichung dargestellt.

Tabelle 3.1: Verdopplungszeiten der verwendeten Zelllinien
IGROV1 OC 316 OC 316 LUC OC 316 AHIF-1x

16,5h 25,3 h 22,4 h 20,1 h

Bei der Zelllinie OC 316 wurden 25,3 h Verdopplungszeit gemessen. Die Erstbeschreiber
machten bei ihren Wachstumsanalysen hierzu keine genauen Angaben (Alama et al., 1996).
Die Verdopplungszeiten der beiden transfizierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-
1a lagen bei 22,4 h bzw. bei 20,1 h.

3.2 Metabolitmessungen in Monolayer-Zellkultur

Alle Metabolitbestimmungen wurden photometrisch aus Uberstdnden des Nahrmediums
gemessen (siehe 2.2ff). Aus einem Messansatz wurde sowohl der Laktat- als auch der Glu-
kosegehalt bestimmt. Jede Versuchsreihe wurde mindestens dreimal durchgefihrt.
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3.2.1 Laktatproduktion in Monolayer-Zellkultur

Bei den verwendeten Zelllinien IGROV1, OC 316, OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1«x erfolg-
te eine kontinuierliche Laktatsekretion von den Zellen in das N&dhrmedium Uber den Be-
obachtungszeitraum von sechs Stunden. Somit war ein linear ansteigender Laktatgehalt -
ber den angegebenen Zeitraum nachweisbar.

Die Zelllinie IGROV1 zeigte eine deutlich geringere Abgabe von Laktat auf als die Zelllinie
OC 316. Der Laktatgehalt betrug nach sechs Stunden Inkubationszeit 3,62 pmol/Zelle bei
IGROV1 und 7,975 pmol/Zelle bei OC 316. Bei den transfizierten Zelllinien war zu erkennen,
dass bei einer herabgesetzten Aktivitat von HIF-1x, also bei der Zelllinie OC 316 AHIF-1«,
mit 6,848 pmol/Zelle, ein geringerer Laktatgehalt nachweisbar ist als bei der Wildtypzelllinie
OC 316. Die Zelllinie OC 316 LUC, welche mit dem Kontrollvektor transfiziert wurde, zeigte
nach sechs Stunden Inkubationszeit einen Laktatgehalt von 9,521 pmol/Zelle auf. Die ent-
sprechenden Messwerte (MW + SD) Uber den Zeitraum von sechs Stunden sind in Tabelle
3.2 zu finden. Die grafischen Darstellungen der Laktatproduktion sind in Abbildung 3.2 zu
sehen.

Bei der Berechnung der Laktatmenge/Zellvolumen (mol/l) zeigte sich ein analoges Bild.
Nach sechs Stunden Inkubationszeit war bei IGROV1 mit 0,689 mol/l eine geringere Laktat-
konzentration zu finden als bei OC 316 mit 1,549 mol/l. Auch bei dieser Berechnung zeigte
OC 316 AHIF-1a mit 1,369 mol/l eine geringere Laktatkonzentration auf als die Wildtypzellli-
nie. Bei OC 316 LUC betrug die Konzentration 1,687 mol/l. Die entsprechenden Messwerte
(MW = SD) sind in Tabelle 3.3 zu finden. Die grafischen Darstellungen der Laktatproduktion
sind in Abbildung 3.3 zu sehen.

In Abbildung 3.4 ist der Verlauf einer Laktatproduktion tber einen Zeitraum von 24 Stunden
gezeigt. Es handelt sich hierbei nicht um Daten aus drei unabhangigen Versuchen, sondern
lediglich um die Darstellung einer einzelnen Messreihe. Es ist zu sehen, dass die Laktatpro-
duktion auch Uber einen Zeitraum von 24 Stunden linear weiter verlduft, ohne dass ein Sat-
tigungsverhalten auftritt. Die Versuche Gber 24 Stunden wurden einmalig bei allen vier Zellli-
nien durchgefuhrt. Exemplarisch sind hier nur die Daten von OC 316 LUC dargestellt.
Tabelle 3.5 zeigt die Laktatkonzentrationen nach 6 Stunden Inkubationszeit und die Laktat-
produktionsraten aller Zelllinien in einer Ubersicht. Hier zeigen sich signifikante Unterschie-
de in der Laktatkonzentration nach 6 Stunden (T-Test*: p = 0,002) und der Laktatprodukti-
onsrate (T-Test*: p < 0,001) zwischen IGROV1 und OC 316. Zwischen OC 316 und OC 316
LUC bzw. OC 316 AHIF-1a sind keine signifikanten Unterschiede in der Laktatkonzentration
und Laktatproduktionsrate festzustellen.

*Die angegebenen Werte beziehen sich auf die Berechnungen in mol/I.
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Tabelle 3.2: Laktatmenge in pmol/Zelle
Die Daten stellen jeweils die Mittelwerte bzw. Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versu-

chen dar.
IGROV1 oC 316 OC 316 LUC OC 316 AHIF-1
Zeitth) | MW =+ SD (MW =+ SD (MW =+ SD | MW =+ SD
1 067 =+ 016 172 + 09 [216 =+ 014 | 1,73 =+ 1,01
2 112 + 020 | 303 =+ 036|375 =+ 102 |28 + 041
3 1,70 + 044 | 465 =+ 083|531 =+ 1,10 | 409 =+ 0,38
4 2,36 064 [ 599 =+ 093|658 =+ 18 | 503 =+ 086
5 292 =+ 072|706 =+ 042 |78 =+ 097 | 569 1,94
6 362 + 099 |79 =+ 032|952 =+ 12268 =+ 148
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Abbildung 3.2: Laktatproduktion in pmol/Zelle
Die Abbildung zeigt die Laktatproduktion der Zelllinien IGROV1 (a.), OC 316 (b.), OC 316 LUC (c.)
und OC 316 AHIF-1a (d.) Uber einen Zeitraum von 6 h. Es wurde die Laktatmenge/Zelle (pmol/Zelle)
gegen die Inkubationszeit in Stunden (h) aufgetragen. In jeder Grafik ist der lineare Fit der Messwerte
mit der dazugehdrigen Geradengleichung dargestellt.
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Tabelle 3.3: Laktatmenge in mol/l bezogen auf das Zellvolumen
Die Daten stellen jeweils die Mittelwerte bzw. Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versu-
chen dar.

IGROV1 oC 316 OC 316 LUC OC 316 AHIF-1a
Zeithh) | MW =+ SD | MW =+ SD [MW =+ SD [ MW = SD
1 012 + 001|032 =+ 021|041 =+ 006|032 =+ 015
2 020 + 003|060 =+ 010|070 =+ 026|057 =+ 004
3 031 =+ 002|095 =+ 013|103 =+ 026 |08 =+ 008
4 043 =+ 002 122 =+ 013|122 =+ 022|103 =+ 0,11
5 054 + 002|143 =+ 008|136 =+ 022115 =+ 024
6 069 =+ 003|115 =+ 011 (169 =+ 025|137 =+ 023
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Abbildung 3.3: Laktatproduktion in mol/I

Die Abbildung zeigt die Laktatproduktion der Zelllinien IGROV1 (a.), OC 316 (b.), OC 316 LUC (c.)
und OC 316 AHIF-1x (d.) Uber einen Zeitraum von 6 h. Es wurde die Laktatmenge/Zellvolumen
(mol/l) gegen die Inkubationszeit in Stunden (h) aufgetragen. In jeder Grafik ist der lineare Fit der
Messwerte mit der dazugehdérigen Geradengleichung dargestellt.
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Tabelle 3.4: Laktatmenge in
pmol/Zelle
Die Daten stellen die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus

einer Messreihe dar.

0C 316 LUC
Zeit(h)| MW = SD
2 417 £ 058
4 815 + 027
6 10,87 = 0,61
8 13,02 =+ 0,82
10 18,05 = 1,21
12 1923 =+ 0,63
14 2317 + 0,64
16 2639 + 0,66
18 28,04 + 2,03
20 3259 + 0,60
22 3285 + 1,07
24 39,5 + 2093

Laktatmenge/Zelle OC 316 LUC

40
30 4

20

Laktatmenge/Zelle (pmol/Zelle)
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Abbildung 3.4: Laktatproduktion in pmol/Zelle

Die Abbildung zeigt die Laktatproduktion der Zelllinie OC 316
LUC Uber einen Zeitraum von 24 h. Es wurde die Laktatmenge/|
Zelle (pmol/Zelle) gegen die Inkubationszeit in Stunden (h) auf-
getragen. In der Grafik ist der lineare Fit der Messwerte mit der
dazugehorigen Geradengleichung dargestellt.

Tabelle 3.5: Laktatkonzentrationen nach 6h und Produktionsraten
Die Tabelle zeigt die Laktatkonzentrationen nach 6h Inkubationszeit (pmol/Zelle und mol/l) und Pro-
duktionsraten (pmol/Zelle/h und mol/I/h).

Endwerte nach 6h Produktionsraten
pmol/Zelle mol/I pmol/Zelle/h mol/l/h
IGROV1 3,62 + 0,99 0,69 + 0,03 0,60 0,11
OC 316 7,98 + 0,32 1,55 +£0,12 1,28 0,27
OC 316 LUC 9,52 + 1,22 1,69 £ 0,25 1,53 0,27
OC 316 AHIF-1x 6,85 + 1,48 1,37 £ 0,23 1,09 0,22

3.2.2 Glukoseverbrauch in Monolayer-Zellkultur

Wie auch bei der Produktion von Laktat zu beobachten war, blieb die Zelllinie IGROV1 bei
dem Glukoseverbrauch hinter der hochglykolytischen OC 316 Zelllinie zurtick. Bei IGROV1
war zu Beginn der Inkubationszeit (0 h) ein Glukosegehalt von 16,7 pmol/Zelle und nach

sechs Sunden Inkubationszeit ein Glukosegehalt von 14,3 pmol/Zelle im MedienlUberstand

nachweisbar. Bei OC 316 waren es hingegen 30,9 pmol/Zelle zu Beginn und 27,1 pmol/Zelle

Glukose nach sechs Stunden Inkubationszeit. Somit hat der lineare Fit durch die Messpunk-
te bei IGROV1 ein Gefalle von -0,35 pmol/Zellexh. Bei OC 316 verlauft die Gerade mit einem
Gefélle von -0,61 pmol/Zellexh deutlich steiler.
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Die beiden transfizierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1x zeigten keine signifi-
kanten Besonderheiten gegeniber der Wildtypzelllinie. Bei OC 316 LUC wurde ein Glukose-
gehalt von 31,3 pmol/Zelle bei Inkubationsbeginn und 26,7 pmol/Zelle nach sechs Stunden
Inkubationszeit gemessen. Das Gefélle des linearen Fit betragt -0,79 pmol/Zellexh. Bei
OC 316 AHIF-1a wurde ein Glukosegehalt von 30,9 pmol/Zelle bei Inkubationsbeginn und
25,5 pmol/Zelle nach sechs Stunden Inkubationszeit gemessen. Das Gefélle des linearen Fit
betragt -0,75 pmol/Zellexh. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3.7 aufgefuhrt. Die dazugehdri-
gen Graphen befinden sich in Abbildung 3.5.

Tabelle 3.6 zeigt die Glukosekonzentrationen nach 6 Stunden Inkubationszeit und die Glu-
koseverbrauchsraten aller Zelllinien in einer Ubersicht. Zwischen den Zelllinien waren keine
signifikanten Unterschiede im Glukoseverbrauch festzustellen.

Tabelle 3.6: Glukosekonzentrationen nach 6h und Verbrauchsraten
Die Tabelle zeigt die Glukosekonzentrationen nach 6h Inkubationszeit (pmol/Zelle) und Verbrauchsra-
ten (pmol/Zelle/h).

Endwerte nach 6h Verbrauchsraten
pmol/Zelle pmol/Zelle/h
IGROV1 14,3 + 5,28 -0,35
OC 316 27,1 £ 3,92 -0,61
OC 316 LUC 26,7 + 4,88 -0,79
OC 316 AHIF-1x 25,5 + 3,66 -0,75

Tabelle 3.7: Glukosemenge in pmol/Zelle
Die Daten stellen jeweils die Mittelwerte bzw. Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versu-
chen dar.

IGROV1 OC 316 OC 316 LUC OC 316 AHIF-1x
Zeit (h) MW + SD MW * SD MW * SD Mw * SD
0 16,72 = 5,42 | 30,94 = 3,44 | 31,29 = 505 | 30,89 =+ 2,95
1 16,47 = 5,66 | 30,81 = 3,90 | 30,14 =+ 4,27 129,36 =+ 2,27
2 15,82 = 514 129,82 = 428 | 29,04 = 4,84 129,36 =+ 3,62
3 15,74 = 544 129,34 + 3,71 | 28,08 = 4,26 | 28,68 =+ 3,54
4 15,68 =+ 576 [ 29,02 + 4,09 | 27,78 + 4,45 [ 2766 <+ 3,82
5 15,31 =+ 572 | 28,45 + 3,66 | 27,14 = 427 | 2724 = 4,14
6 14,28 = 528 | 27,09 = 3,92 | 26,71 = 4,88 | 2547 =+ 3,66
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Abbildung 3.5: Glukoseverbrauch in pmol/Zelle

Die Abbildung zeigt den Glukoseverbrauch der Zelllinien IGROV1 (a.), OC 316 (b.), OC 316 LUC (c.)
und OC 316 AHIF-1x (d.) Uber einen Zeitraum von 6 h. Es wurde die Glukosemenge/Zelle (pmol/Zel-
le) gegen die Inkubationszeit in Stunden (h) aufgetragen. In jeder Grafik ist der lineare Fit der Mess-
werte mit der dazugehorigen Geradengleichung dargestellt.

3.3 HIF-1x-Expression

Die Expression von HIF-1a wurde mithilfe des In-Cell-Western Blot nachgewiesen. Die Zell-
linien IGROV1, OC 316, OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1a wurden wie unter Abschnitt 2.3
beschrieben in eine 96 Well-Platte mit fur die Zellkultur geeigneter Beschichtung ausgesét.
Nach zwei Tagen Inkubationszeit und bei einer Konfluenz von 90 - 100 % wurde die quanti-
tativen Bestimmung der Expression von HIF-1a durchgefihrt. 50 % der Zellen wurden zuvor
flr 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 in wasserdampfgesattigter Atmosphére mit Cobald-
chlorid (CoCl2) im Medium inkubiert, um die Zellen in einen hypoxischen Zustand zu verset-
zen. Die dargestellten Daten stammen aus einem einzelnen Versuch.

Bei der Messung der Proteinexpressionen wurde flr jede Zelllinie, zusétzlich zur Expression
von HIF-1x, die Expression von Tubulin gemessen. Die gemessenen Expressionen wurden

alle auf Tubulin normiert.
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Abbildung 3.6: HIF-10t-Expression
Relative Proteinexpression von HIF-1a in Bezug auf Tubulin jeweils unter Normoxie
und Hypoxie.

In Abbildung 3.6 ist deutlich zu erkennen, dass IGROV1 sowohl unter Normoxie, als auch
unter Hypoxie geringere Expressionsraten von HIF-1x aufzeigte, als die Zelllinien OC 3186,
OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1a.

Die Zelllinien IGROV1, OC 316 und OC 316 LUC zeigten unter hypoxischen Bedingungen
eine Steigerung der HIF-1x-Expression auf. Dahingegen war bei der Zelllinie OC 316 AHIF-
1a eine Reduktion der HIF-1a-Expression unter Hypoxie eingetreten. Insgesamt war bei
den drei Zelllinien ohne Anti-HIF-1ax shRNA unter hypoxischen Bedingungen eine Steige-
rung der Expression von 1,75 - 4,13 % nachweisbar, wogegen bei OC 316 AHIF-1x eine
4,38 % geringere Expression unter Hypoxie vorlag.

Die genauen Expressionswerte sind in Tabelle 3.8 aufgefihrt.

Tabelle 3.8: HIF-1x-Expression in % bezogen auf die Proteinexpression von Tubulin (n=1)

IGROVA1 OC 316 OC 316 LUC OC 316 AHIF-1x
Normoxie 7,51 13,46 17,12 19,06
Hypoxie 11,64 15,21 20,91 14,68
3.4 Metabolitmessungen im Xenograft

Das Verfahren der bildgebenden Biolumineszenz ermdglicht die arealsspezifische Messung
von ATP, Laktat, Glukose (Mueller-Klieser & Walenta, 1993) und Pyruvat (Sattler, 2008) in
Gewebeschnitten. Die Technik wurde in dieser Arbeit verwendet, um die oben genannten
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Metabolite in Xenografts der Zelllinien IGROV1, OC 316, OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1«
ZuU messen.

Bei den Tumoren aus den beiden Wildtypzelllinien wurden pro Zelllinie finf Tumore mit je-
weils drei Tumorschnitten gemessen. Bei der Zelllinie OC 316 LUC wurden sieben Tumore
mit jeweils zwei bis vier Tumorschnitten und bei der Zelllinie OC 316 AHIF-1 wurden acht
Tumoren mit ebenfalls zwei bis vier Tumorschnitten gemessen.

Die Messung von ATP wird benutzt, um vitales Tumorgewebe von nekrotischem Gewebe
abzugrenzen. Sollte in einem Tumorschnitt, der in der HE-Farbung mikroskopisch keine
sichtbaren Nekrosen aufweist, kein oder wenig ATP nachweisbar sein, so kann dieser Xeno-
graft nicht mehr fir eine Messung benutzt werden. Eine mdgliche Ursache hierflr kdnnte
z. B. sein, dass die Kihlkette wahrend des Transports unterbrochen wurde. Um dies auszu-
schlieBen und um in der spateren arealsspezifischen Auswertung der anderen Metabolite
eine bessere Orientierung zu bekommen, wird von jeder Schnittserie (siehe 2.4.2) als erster
Metabolit ATP gemessen.

Alle Daten sind in Boxplots grafisch dargestellt. Die genauen Eigenschaften der Boxplots
sind in Abbildung 2.10 gezeigt.

3.4.1 ATP-Bestimmung in den Wildtyp-Xenografts

Bei den ATP Messungen in den Wildtyp-Xenografts zeigten sich bei IGROV1 geringere Wer-
te als bei OC 316. Bei IGROV1 wurde ein Mittelwert von 1,46 + 0,39 pmol/g und bei OC 316
2,01 £ 0,53 pmol/g gemessen. Der Unterschied zwischen den beiden Zelllinien war mit ei-
nem p-Wert von < 0,005 signifikant.

Die Messergebnisse aller Tumorschnitte sind in Tabelle 3.9 aufgefihrt. Alle ATP-Werte sind
in ymol/g angegeben. Die grafische Darstellung der Daten in Boxplots ist in Abbildung 3.7
dargestellt.



Ergebnisse 40

40+ IGROV1 OC 316
3,5 3 1,46 + 0,39 2,01:053
N=5 N=5
] n=15 n=15
3,0
[
=2 ]
E 2,0 T —
=
% 1,5 - e
1,0 - \
0,5 -
0,0 — T-Test: p < 0,005
Abbildung 3.7: ATP-Gehalt von IGROV1 und OC 316
Xenograft-Tumoren

Tabelle 3.9: ATP Werte der IGROV1- und OC 316-Xenografts
Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fir jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-
tung der ATP Werte in pmol/g.

Tumorschnitt ATP (umol/g) Tumorschnitt ATP (umol/g)
IGROV1 #1 11 1,31 OC 316 #1 1 1,85
IGROV1 #1 1l 1,42 OoC 316 #1 1ll 2,05
IGROV1 #1 IV 1,26 OC 316 #1 IV 1,84
IGROV1 #2 1 1,96 OC 316 #211i 2,17
IGROV1 #2 1l 1,73 OC 316 #2 1l 2,71
IGROV1 #2 IV 1,45 OC 316 #2 IV 2,38
IGROV1 #3 11 1,35 OC 316 #3 1 1,65
IGROV1 #3 1l 1,90 OoC 316 #3 1l 1,70
IGROV1 #3 IV 2,03 OC 316 #3 IV 2,25
IGROV1 #4 1l 0,82 OC 316 #4 1 2,27
IGROV1 #4 11l 1,31 OC 316 #4 1l 2,77
IGROV1 #4 IV 0,67 OC 316 #4 IV 2,46
IGROV1 #5 11 1,46 OC 316 #6 I 1,99
IGROV1 #5 1lI 1,40 OC 316 #6 1l 1,31
IGROV1 #5 IV 1,86 OC 316 #6 IV 0,73
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3.4.2 Laktat Bestimmung in den Wildtyp-Xenografts

Ebenso wie die ATP Werte waren auch bei den Laktatwerten héhere Ergebnisse bei OC 316,
als bei IGROV1 zu beobachtet. Bei IGROV1 lag der Mittelwert bei 10,01 + 1,69 ymol/g und
bei OC 316 bei 13,23 = 3,36 pmol/g. Die Differenz der Werte war mit einem p-Wert von
< 0,005 signifikant.

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abbildung 3.8 zu sehen. Eine Auflistung aller
Messergebnisse der einzelnen Tumorschnitte befindet sich in Tabelle 3.10.
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Abbildung 3.8: Laktatgehalt von IGROV1 und OC 316
Xenograft-Tumoren

Tabelle 3.10: Laktatwerte der IGROV1- und OC 316-Xenografts

Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fir jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-
tung der Laktatwerte in uymol/g. *Der Tumorschnitt OC 316 #3 Il wurde aufgrund eines Softwarefeh-
lers in der Auswertung nicht berlcksichtigt.

Tumorschnitt Laktat (umol/g) Tumorschnitt Laktat (umol/g)
IGROV1 #1 1l 10,00 OC 316 #1 1 10,29
IGROV1 #1 11l 11,13 OC 316 #1 1 8,90
IGROV1 #1 IV 11,66 OC 316 #1 IV 12,88
IGROV1 #2 1l 12,49 OC 316 #211i 9,77
IGROV1 #2 1l 10,48 OC 316 #2111l 11,40
IGROV1 #2 IV 10,33 OC 316 #2 IV 8,85
IGROV1 #3 1l 11,07 OC 316 #3 I 15,50
IGROV1 #3 1l 9,17 OC 316 #3 1l -
IGROV1 #3 IV 9,29 OC 316 #3 IV 18,88
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Tumorschnitt Laktat (umol/g) Tumorschnitt Laktat (umol/g)
IGROV1 #4 1l 12,89 OC 316 #4 1 14,66
IGROV1 #4 1l 9,20 OC 316 #4 1ll 19,47
IGROV1 #4 IV 9,08 OC 316 #4 IV 15,14
IGROV1 #5 1 9,04 OC 316 #6 I 14,51
IGROV1 #5 1l 7,63 OC 316 #6 llI 12,28
IGROV1 #5 IV 6,74 OC 316 #6 IV 12,66

3.4.3 Glukose Bestimmung in den Wildtyp-Xenografts

Wie unter Abschnitt 3.4.2 gezeigt, ergaben die Messungen in den IGROV1 Xenografts gerin-
gere Laktatwerte als bei den OC 316 Xenografts. Dies fuhrt nun dazu, dass in den IGROV1
Tumoren signifikant héhere Glukosewerte gemessen wurden. Bei IGROV1 wurde ein Mittel-

wert von 6,37 + 1,62 pmol/g und bei OC 316 ein Mittelwert von 4,20 + 1,64 pmol/g gemes-

sen. Die Differenz zwischen den beiden Zelllinien war mit einem p-Wert = 0,001 signifikant.

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abbildung 3.9 zu sehen. Eine Auflistung aller

Messergebnisse der einzelnen Tumorschnitte befindet sich in Tabelle 3.11.
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Abbildung 3.9: Glukosegehalt von IGROV1 und

OC 316 Xenograft-Tumoren




Ergebnisse

43

Tabelle 3.11: Glukosewerte der IGROV1- und OC 316-Xenografts

Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fur jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-
tung der Glukosewerte in pmol/g.

Tumorschnitt

Glukose (umol/g)

Tumorschnitt

Glukose (umol/g)

IGROV1 #1 I
IGROV1 #1 1lI
IGROV1 #1 IV
IGROV1 #2 1I
IGROV1 #2 1lI
IGROV1 #2 IV
IGROV1 #3 I
IGROV1 #3 1lI
IGROV1 #3 IV
IGROV1 #4 I
IGROV1 #4 1l
IGROV1 #4 IV
IGROV1 #5 I
IGROV1 #5 1lI
IGROV1 #5 IV

4,54
5,73
6,86
5,52
5,19
4,67
4,34
5,19
5,90
7,97
9,66
7,77
8,71
7,46
6,05

OC 316 #1111
OC 316 #1 11l
OC 316 #1 IV
OC 316 #2111
OoC 316 #2 1l
OC 316 #2 IV
OC 316 #3 1
OC 316 #3 11l
OC 316 #3 IV
OC 316 #4 1l
OC 316 #4 1ll
OC 316 #4 IV
OC 316 #6 I
OC 316 #6 11l
OC 316 #6 IV

4,02
4,02
5,20
4,30
6,08
5,63
2,32
2,78
2,44
5,33
7,21
5,92
3,37
2,53
1,80

3.4.4 Pyruvat Bestimmung in den Wildtyp-Xenografts

Im Gegensatz zu den andren Metaboliten, zeigten sich bei den Pyruvatmessungen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien IGROV1 und OC 316. Bei IGROV1 wurde
ein Mittelwert von 0,58 + 0,07 pmol/g und bei OC 316 ein Mittelwert von 0,63 + 0,09 umol/g

gemessen.

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abbildung 3.10 zu sehen. Eine Auflistung aller

Messergebnisse der einzelnen Tumorschnitte befindet sich in Tabelle 3.12.
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Abbildung 3.10: Pyruvatgehalt von IGROV1 und
OC 316 Xenograft-Tumoren

Tabelle 3.12: Pyruvatwerte der IGROV1- und OC 316-Xenografts
Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fur jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-

tung der Pyruvatwerte in pmol/g.
Tumorschnitt Pyruvat (umol/g) Tumorschnitt Pyruvat (umol/g)
IGROV1 #1 1l 0,57 OC 316 #1 1 0,66
IGROV1 #1 11l 0,59 OC 316 #1 1l 0,62
IGROV1 #1 IV 0,64 OC 316 #1 IV 0,63
IGROV1 #2 1l 0,65 OC 316 #211I 0,66
IGROV1 #2 1l 0,55 OC 316 #2 11l 0,61
IGROV1 #2 IV 0,54 OC 316 #2 IV 0,53
IGROV1 #3 1 0,65 OC 316 #3 1 0,65
IGROV1 #3 1l 0,71 OC 316 #3 1l 0,60
IGROV1 #3 IV 0,58 OC 316 #3 IV 0,64
IGROV1 #4 1l 0,61 OC 316 #4 1 0,82
IGROV1 #4 1l 0,45 OC 316 #4 11l 0,69
IGROV1 #4 IV 0,63 OC 316 #4 IV 0,75
IGROV1 #5 11 0,58 OC 316 #6 lI 0,60
IGROV1 #5 1l 0,48 OC 316 #6 Il 0,51
IGROV1 #5 IV 0,52 OC 316 #6 IV 0,45
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3.4.5 Laktat/Pyruvat-Verhiltnis in den Wildtyp-Xenografts

Als MaB fir den Redoxstatus einer Zelle kann das Verhaltnis von Laktat zu Pyruvat herange-
zogen werden. Bei aerober Glykolyse liegt das Gleichgewicht auf der Seite von Pyruvat und
bei anaerober Glykolyse auf der Seite von Laktat (siehe Abschnitt 1.2.1). Ein Laktat/Pyruvat-
Verhaltnis < 1 wurde fUr vorwiegend aerobe und ein Verhéltnis > 1 fir vorwiegend anaerobe
Glykolyse sprechen.

Wie in Abbildung 3.11 zu erkennen ist, lag bei beiden Zelllinien das Laktat/Pyruvat-Verhalt-
nis deutlich Uber eins. Der Unterschied zwischen den Zelllinien IGROV1 und OC 316 war mit
einem p-Wert = 0,0189 nicht signifikant.

Das Laktat/Pyruvat-Verhaltnis jedes einzelnen Tumorschnittes ist in Tabelle 3.13 aufgelistet.
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Abbildung 3.11: Laktat/Pyruvat-Verhaltnis zwischen
IGROV1- und OC 316-Xenograft-Tumoren

Tabelle 3.13: Laktat/Pyruvat-Verhaltnis zwischen den IGROV1- und OC 316Xenografts

Die errechneten Verhaltnisse zwischen Laktat und Pyruvat stellen die Quotienten aus zwei Parallel-
schnitten dar.

“Der Tumorschnitt OC 316 #3 Ill wurde aufgrund eines Softwarefehlers bei der Laktatmessung in der
Auswertung nicht berucksichtigt.

Tumorschnitt Laktat/Pyruvat Tumorschnitt Laktat/Pyruvat
IGROV1 #1 1l 17,65 OC 316 #1 1 15,69
IGROV1 #1 11l 18,86 OC 316 #1 I 14,29
IGROV1 #1 IV 18,12 OC 316 #1 IV 20,38
IGROV1 #2111 19,31 OC 316 #211I 14,84
IGROV1 #2 11l 18,95 OoC 316 #2111l 18,58
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Tumorschnitt Laktat/Pyruvat Tumorschnitt Laktat/Pyruvat
IGROV1 #2 IV 19,17 OC 316 #2 IV 16,66
IGROV1 #3 1l 17,00 OC 316 #3 I 24,01
IGROV1 #3 1l 12,99 OC 316 #3 Il -
IGROV1 #3 IV 16,00 OC 316 #3 IV 29,72
IGROV1 #4 11 21,00 OC 316 #4 1 17,88
IGROV1 #4 11l 20,61 OC 316 #4 1l 28,40
IGROV1 #4 IV 14,39 OC 316 #4 IV 20,13
IGROV1 #5 11 15,51 OC 316 #6 I 24,28
IGROV1 #5 1l 16,03 OC 316 #6 Il 23,98
IGROV1 #5 IV 13,07 OC 316 #6 IV 28,15

3.4.6 ATP Bestimmung in den transfizierten Xenografts

Bei den ATP Werten der transfizierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1x ist zu

erwadhnen, dass diese Messungen zeitlich vor denen der Wildtypzelllinien stattgefunden ha-

ben und alle Messungen mit der Biolumineszenzkamera von Hamamatsu (C2400 Hamamat-

su) durchgefuhrt wurden. Aus diesem Grund sind die Werte der transfizierten Zelllinien zwar

untereinander vergleichbar, nur eingeschrankt jedoch mit den Ergebnissen der Wildtypzellli-

nien. (Genaueres hierzu unter Abschnitt 4.1 Diskussion der Methoden.)

Der ATP-Gehalt der Tumorschnitte von OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1x war mit einem p-
Wert = 0,095 nicht signifikant different. Bei OC 316 LUC wurde ein Mittelwert von
0,8 = 0,34 pmol/g und bei OC 316 AHIF-1x von 0,61 + 0,32 ymol/g gemessen.
Die Darstellung der Daten als Boxplot ist in Abbildung 3.12 zu sehen. Die Werte aller ge-

messenen Tumorschnitte befinden sich in Tabelle 3.14.
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Abbildung 3.12: ATP Gehalt bei OC 316 LUC- und
OC 316 AHIF-1x-Xenograft-Tumoren

Tabelle 3.14: ATP Werte der OC 316 LUC- und OC 316 AHIF-1x-Xenografts
Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fir jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-
tung der ATP Werte in pmol/g.

Tumorschnitt ATP (umol/g) Tumorschnitt ATP (umol/g)
OC 316 LUC #21 1,1 OC 316 AHIF-1cx #1 | 0,6
OC 316 LUC #21I 1,4 OC 316 AHIF-1x #1 1l 0,5
OC 316 LUC #2111l 0,9 OC 316 AHIF-1cx #1 111 0,6
OC 316 LUC #2 IV 1 OC 316 AHIF-1x #2 | 0,3
OC 316 LUC #3 Il 1,1 OC 316 AHIF-1cx #2 111 0,6
OC 316 LUC #3 1l 1,5 OC 316 AHIF-1ox #3 1l 0,7
OC 316 LUC #5 Il 0,3 OC 316 AHIF-1ox #3 11l 0,8
OC 316 LUC #5 1l 0,9 OC 316 AHIF-1x #4 I 0,3
OC 316 LUC #5 IV 0,8 OC 316 AHIF-1cx #4 111 0,5
OC 316 LUC #6 Il 0,3 OC 316 AHIF-1x #5 Il 0,2
OC 316 LUC #6 1l 0,3 OC 316 AHIF-1cx #5 111 0,4
OC 316 LUC #7 Il 0,5 OC 316 AHIF-1x #7 Il 1,3
OC 316 LUC #7 1l 0,4 OC 316 AHIF-1cx #7 111 1
OC 316 LUC #7 IV 0,5 OC 316 AHIF-1ox #7 IV 1,1
OC 316 LUC #9 Il 0,9 OC 316 AHIF-1x #9 Il 0,7
OC 316 LUC #9 1l 0,9 OC 316 AHIF-1x #9 111 0,9
OC 316 LUC #9 IV 0,9 OC 316 AHIF-1x #10 | 0,3
OC 316 LUC #1011 0,6 OC 316 AHIF-1x #10 11l 0,2
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Tumorschnitt

ATP (umol/g)

Tumorschnitt

ATP (umol/g)

OC 316 LUC #1011l
OC 316 LUC #10 IV

0,8
0,8

3.4.7 Laktat Bestimmung in den transfizierten Xenografts

Auch die Laktatmessungen der beiden transfizierten Zelllinien wurden zeitlich vor den Mes-
sungen der Wildtypzelllinien und mit der Biolumineszenzkamera von Hamamatsu (C2400

Hamamatsu) durchgefuhrt.

Auch die Laktatwerte der transfizierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1a zeigten
mit einem p-Wert = 0,0126 keine signifikanten Unterschiede untereinander auf. Bei OC 316
LUC wurde ein Mittelwert von 19,0 + 0322 pmol/g und bei OC 316 AHIF-1x von

21,2 + 2,65 pmol/g gemessen.

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abbildung 3.13 zu sehen. Die Messergebnisse der

einzelnen Tumorschnitte befinden sich in Tabelle 3.15.
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Abbildung 3.13: Laktatgehalt bei OC 316 LUC- und

OC 316 AHIF-1x-Xenograft-Tumoren
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Tabelle 3.15: Laktatwerte der OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1x Xenografts
Die gemessenen Mittelwerte beziehen sich fur jeden Tumorschnitt auf die arealsspezifische Auswer-
tung der Laktatwerte in pmol/g.

Tumorschnitt Laktat (umol/g) Tumorschnitt Laktat (umol/g)
OC 316 LUC #21I 26 OC 316 AHIF-1x #1 | 24,4
OC 316 LUC #2111l 23,2 OC 316 AHIF-1x #1 1l 19,2
OC 316 LUC #2 IV 20,5 OC 316 AHIF-1cx #1 111 21,7
OC 316 LUC #3 I 17,3 OC 316 AHIF-1«x #2 | 15,5
OC 316 LUC #3 1l 22,5 OC 316 AHIF-1«x #2 1l 22
OC 316 LUC #3 IV 23,1 OC 316 AHIF-1«x #2 1lI 23,9
OC 316 LUC #5 Il 12,6 OC 316 AHIF-1x #2 IV 22,6
OC 316 LUC #5 1l 19,6 OC 316 AHIF-1x #3 Il 20,9
OC 316 LUC #5 IV 16,9 OC 316 AHIF-1x #3 111 17,9
OC 316 LUC #6 I 16,5 OC 316 AHIF-1x #3 IV 18,8
OC 316 LUC #6 1l 15,9 OC 316 AHIF-1x #4 11 18,6
OC 316 LUC #6 IV 19,7 OC 316 AHIF-1«x #4 I 22,3
OC 316 LUC #7 | 17,7 OC 316 AHIF-1x #4 IV 24,9
OC 316 LUC #7 I 21,3 OC 316 AHIF-1x #5 | 20,3
OC 316 LUC #7 1ll 16,6 OC 316 AHIF-1x #5 Il 24,9
OC 316 LUC #7 IV 16,1 OC 316 AHIF-1x #5 111 19,2
OC 316 LUC #9 Il 15,2 OC 316 AHIF-1x #5 IV 23,4
OC 316 LUC #9 1ll 15,6 OC 316 AHIF-1x #7 1l 17,9
OC 316 LUC #9 IV 17,2 OC 316 AHIF-1«x #7 llI 21,8
OC 316 LUC #10 | 21,4 OC 316 AHIF-1«x #7 IV 18,7
OC 316 LUC #1011l 20,3 OC 316 AHIF-1x #9 I 20
OC 316 LUC #1011l 21,3 OC 316 AHIF-1x #9 111 23,2
OC 316 LUC #10 IV 20,6 OC 316 AHIF-1x #9 IV 24,2
OC 316 AHIF-1x #10 | 20,2
OC 316 AHIF-1x #1011 17,6
OC 316 AHIF-1x #10 11l 23,9
OC 316 AHIF-1x #10 IV 24,4

3.4.8 Falschfarbenkalibrierung

Die Abbildungen 3.14 und 3.15 veranschaulichen die Falschfarbenkalibrierung und die
strukturbezogene regionale Auswertung. Bei dem Tumorschnitt der Zelllinie IGROV1 in Ab-
bildung 3.14 ist zu erkennen, wie der rundlich wirkende Tumor in das Bindegewebe der
Maus eingebettet wurde. In der oberen Hemisphére des Tumors, Ubergehend in die ausla-
denden bindegewebigen Strukturen, ist sichtbar, wie nahezu der gesamte Schnitt von der
Haut der Maus umgeben zu sein scheint. Im Zentrum des Tumors befindet sich ein etwa
1 x 1,56 mm groBes nekrotisches Areal. Solche Zentralnekrosen, wie sie ab einer bestimmten
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TumorgréBe gelegentlich zu beobachten sind, werden von dem auszuwertenden Areal sub-
trahiert. Auch in dem Falschfarbenbild der ATP Messung ist zu erkennen, dass sich im Be-
reich der Zentralnekrose kein bzw. nur sehr wenig ATP befindet. AuBerhalb des vitalen
Tumorgewebes sind bei dem IGROV1 Tumorschnitt sehr geringe ATP Mengen nachweisbar.
Bei OC 316 ist zu sehen, dass sich im Tumorzentrum mehr ATP nachweisen ldsst als im
Randbereich des Tumors. Am rechten Bildrand in direkter Nahe zum Tumorgewebe wurde
ein Muskel der Maus angeschnitten. Wie an dem groBen rot markierten Bereich zu erkennen
ist, sind sehr groBe Mengen ATP in diesem Bereich nachweisbar, wie sie flir Skelettmuskel-
zellen typisch sind..

Bei der Laktatverteilung fallt bei beiden Tumorschnitten auf, dass sich das Laktat eher ho-
mogen Uber den Tumor verteilt. Im Zentrum des Tumors sind allerdings héhere Werte nach-
weisbar, die in Randndhe geringer werden. Der nekrotische Bereich ist bei IGROV1 in der
Laktatmessung nicht gut abzugrenzen.

Bei der Glukoseverteilung bietet sich ein sehr &hnliches Bild. Hohe Glukosewerte wurden im
Zentrum des Tumors ermittelt mit abfallendem Glukosegehalt in Randnahe des Tumorgewe-
bes. Bei der Glukosemessung ist allerdings der nekrotische Bereich im IGROV1 Tumor-
schnitt sehr gut abgrenzbar. Hier sind die Glukosewerte deutlich geringer.

Pyruvat zeigt bei beiden Zelllinien ein relativ homogenes Verteilungsmuster im ganzen Be-
reich des vitalen Tumorgewebes. Generell sind bei beiden Tumoren nur sehr geringe Men-
gen an Pyruvat nachweisbar (Abbildung 3.14).

Analog zu der Darstellung der Tumoren der Wildtypzelllinien befindet sich in Abbildung 3.15
die Darstellung der beiden transfizierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1«.

Bei den beiden HE-Farbungen der Tumoren von OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1«x ist
ebenfalls die Einbettung in die bindegewebigen Strukturen der Maus zu erkennen. Da diese
Tumore bei der Enthahme noch sehr klein waren, sind keine Zentralnekrosen nachweisbar.
In der HE-Farbung des OC 316 AHIF-1a Tumorschnittes ist am Rand des vitalen Tumorge-
webes ein kleines nekrotisches Areal zu finden.

Bei den beiden Bildern der ATP-Messung ist sehr schén zu erkennen, wie der ATP-Gehalt
zum Zentrum des Tumors stetig zunimmt. Generell war der ATP Gehalt bei diesen Messun-
gen, wie unter Abschnitt 3.4.6 beschrieben, eher gering.

Bei der Laktatverteilung in OC 316 LUC- und OC 316 AHIF-1x-Tumoren (Abbildung 3.15) ist
ein &hnliches Bild wie bei den Wildtypzelllinien zu erkennen. Es zeigt sich eine zentral gele-
gene Anreicherung von Laktat mit zum Rand des Tumors geringer werdendem Laktatgehalt.
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Abbildung 3.14: Falschfarbenkalibrierungen ausgewahlter Tumore der Zelllinien IGROV1 und
OC 316

In der Grafik befinden sich Falschfarbenkartierungen flr beide Wildtypzellinien fir die Metabolite ATPR,
Laktat, Glukose und Pyruvat. Fur beide Zelllinien ist ein Schnitt ein eine HE-Farbung dargestellt.
Legende: S: Stroma (Gewebe der Maus), N: Nekrose und V: vitales Tumorgewebe. Dle Mithilfe der
HE-Farbung und des Biolumineszenzbilds der ATP Messung erstellte Maske wurde auf die Biolumi-
neszenzbilder von Laktat, Glukose und Pyruvat tbertragen und angepasst. Auf der rechten Seite be-
finden sich die Farbkodierungen fir die jeweiligen Metabolite.
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dierungen fiir die jeweiligen Metabolite (Favaro et al., 2008).

Abbildung 3.15: Falschfarbenkalibrierungen ausgewéhlter Tumore der Zelllinien OC 316 LUC
In der Grafik befinden sich Falschfarbenkartierungen fiir beide transfizierten Zelllinien fir die Metabo-
Legende: S: Stroma (Gewebe der Maus), N: Nekrose und V: vitales Tumorgewebe. Die mithilfe der

HE-Farbung und des Biolumineszenzbilds der ATP Messung erstellte Maske wurde auf das Biolumi-
neszenzbild von Laktat Ubertragen und angepasst. Auf der rechten Seite befinden sich die Farbko-
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4 Diskussion

Ovarialkarzinome verlaufen in den meisten Féllen Uber einen langen Zeitraum symptomlos.
Im Gegensatz zu Brust- oder Darmkrebs gibt es fir den Eierstockkrebs keine speziellen
Friherkennungsuntersuchungen. Aus diesen Griinden werden Ovarialkarzinome in 70 % der
Falle erst im Stadium Ill oder IV diagnostiziert. Die Standardtherapie besteht dann in einer
operativen Entfernung des Primartumors mit anschlieBender Chemotherapie. Aufgrund der,
in den meisten Fallen, weit fortgeschrittenen Erkrankung, besteht eine sehr schlechte Prog-
nose fir diese Tumorentitat (Roett & Evans, 2009). Des weiteren ist die Ansprechrate auf
Hormon- und Radiotherapie sehr gering. Um fur die erkranken Patientinnen eine bessere
Prognose zu erreichen, missen neue Therapieansatze entwickelt werden.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Erforschung des Glukosemetabolismus von Ovarialkar-
zinomen und der speziellen Bedeutung des HIF-1a Proteinkomplexes unter Normoxie. In
dem folgenden Kapitel sollen die Durchfihrung und Aussagekraft der Methoden und die
gewonnenen Ergebnisse diskutiert und in Bezug zu Literaturdaten gesetzt werden. Ab-
schlieBend soll ein Ausblick auf die Mdglichkeit neuer Therapieansétze und die Rolle des
Glukosemetabolismus gegeben werden.

4.1 Diskussion der Methoden

Fir diese Arbeit wurden Daten aus Experimenten in Monolayer-Zellkultur und der bildge-
benden Biolumineszenz erhoben. Aus dieser Tatsache ergibt sich ein breites Methoden-
spektrum.

Die Experimente mit Zellkulturen wurden zu einem groBen Teil mithilfe von lange etablierten
Methoden bzw. kommerziellen Messkits durchgefiihrt. Einer genaueren retrospektiven Be-
trachtung bedarf es bei dem In-Cell-Western fir den HIF-1x Proteinkomplex, dessen
Etablierung Teil der Arbeit war.

Bei der bildgebenden Biolumineszenz handelt es sich um ein in unserem Labor entwickel-
tes, sehr gut etabliertes Messverfahren, das jedoch bisher noch keine groBe Verbreitung ge-
funden hat. Dies liegt zum einen an dem sehr hohen Aufwand zur Durchfilhrung und zum
anderen an den relativ hohen Kosten flir die Experimente. In den vorliegenden Versuchen
wurden zwei verschiedene Biolumineszenzkameras verwendet, welche mit einem unter-
schiedlichen Verfahren zur Erzeugung des Biolumineszenzbilds arbeiten. Des Weiteren ist
die Biolumineszenzkamera von Hamamatsu (C2400 Hamamatsu), im Gegensatz zu der Ka-
mera der Firma Andor (Andor™ iXonfM+), mit VerschleiBkomponenten ausgestattet, welche
die Messsensitivitédt stark herabsetzen kénnen. Weiter sind die flr die Messungen benétig-
ten chemischen Reaktionen enorm licht- und temperaturempfindlich.
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4.1.1 Methoden der Zellkultur

Bei der Kultivierung der Zellen wurde auf Standardmethoden der Monolayer-Zellkultur zu-
rickgegriffen. Hierbei sind jedoch einige Besonderheiten hervorzuheben. Die beiden transfi-
zierten Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1a wurden mit 0,5 pg/ml Puromycin im
Zellkulturmedium kultiviert, um eine Selektion aller Zellen ohne Vektor zu erreichen (siehe
2.1.2). Bei der Auswahl des Nahrmediums wurde weitgehend den Empfehlungen der Erst-
beschreiber der jeweiligen Zelllinien folgegeleistet, mit der Ausnahme, dass keinerlei Antibi-
otika und Antimykotika verwendet wurden (Alama et al., 1996); (Benard et al., 1985). Auf
diese Zusatze wurde verzichtet, um Resistenzbildungen der Bakterien zu vermeiden. Wah-
rend der Versuchsphase sind Kontaminierungen mit Bakterien nur duBerst selten aufgetre-
ten. In einem solchen Fall wurden alle befallenen Kulturflaschen vernichtet. Kontaminierun-
gen mit Pilzen wurden niemals festgestellt. Die Bekdmpfung von Mykoplasmen wird in Ab-
schnitt 4.2.5 behandelt. Des weiteren hat es sich bei den verwendeten Zelllinien als essenti-
ell erwiesen, eine Zentrifugation zur Entfernung von Trypsinresten durchzuflihren, da alle

Zelllinien sehr empfindlich auf solche Reste im Nahrmedium reagierten.

4.1.2 Methoden zur Quantifizierung des Zellwachstums

Das grundlegende Problem bei einer Analyse des Zellwachstums in Monolayer-Zellkultur
besteht darin, dass es nicht mdglich ist, die Zellteilung und Vermehrung der Zellen unter den
gleichen Bedingungen zu untersuchen, in denen die Zellen bei anderen Versuchen kultiviert
werden. Da z. B. bei den Metabolitmessungen die Zellen in anderen, meist hdheren, Zellzah-
len passagiert werden, besteht die Moglichkeit, dass die Zellen initial ein anderes Wachs-
tumsverhalten zeigen. Weiter werden die Zellen in anderen ZellkulturgefdBen mit anderen
Medienkonzentrationen kultiviert, woraus die Mdéglichkeit resultiert, dass die Diffusionsstre-
cke zwischen Luftschicht und Zellebene unterschiedliche AusmaBe annimmt.

AuBerdem sind sehr unterschiedliche Methoden fiir die Quantifizierung des Zellwachstums
etabliert. Zum einen besteht die Mdglichkeit eine Zellzdhlung mithilfe einer photometrischen
Bestimmung in einer 96 Well-Zellkulturplatte durchzuflihren (Wang et al., 2007). Eine andere
und weiter verbreitete Methode ist die direkte Zellz&hlung durch manuelle oder maschinelle
Messung, nachdem die Zellen abgeldst und vereinzelt wurden. Dies kann in Zellkulturfla-
schen (Maubant et al., 2002), oder auch unter Verwendung von zellkulturfahigen Well-Platten

geschehen (Hu et al., 2009). Bei dieser Arbeit wurden zellkulturgeeignete 24-Well-Platten
verwendet. Die Versuchsbedingungen wurden den Bedingungen unter Standardkultivierung
so gut wie mdglich nachempfunden.
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4.1.3 Methoden zur Metabolitbestimmung in Monolayer-Zellkultur

Die Zellen werden mit den beschriebenen Modifikationen in Zellkulturflaschen ausgesat und
bis zu einer 70-80 %igen Konfluenz kultiviert. Wie auch bei den Wachstumsanalysen
besteht bei den Metabolitbestimmungen die Méglichkeit einer Beeinflussung der Ergebnisse
durch die Wahl des KulturgefaBes. Da bei Metabolitbestimmungen, im Gegensatz zu
Wachstumsanalysen, eine wesentlich geringere Anzahl an KulturgefédBen bendtigt wird,
besteht hier die Mdglichkeit, Zellkulturflaschen anstelle von Well-Platten zu benutzen. Diese
Methode bringt bei der Zellernte zwar einen etwas gréBeren Aufwand mit sich, besitzt aller-
dings den Vorteil, dass die Zellen wahrend der Messphase den gleichen Bedingungen unter-
liegen wie bei ihrer taglichen Inkubation. Somit kann gewéhrleistet werden, dass die Sau-
erstoff- und Néhrstoffversorgung wahrend einer Metabolitbestimmung und der taglichen In-
kubation gleich sind.

Bei der Zellernte wird groBer Wert auf einen standardisierten Arbeitsablauf gelegt. Da durch
die Probengewinnung und das Ablésen vom Boden des KulturgefaBes die Zellen zusatzli-
chem Stress ausgesetzt sind, was eine potentielle Verfélschung der Ergebnisse mit sich
bringen kdnnte, werden alle Kulturflaschen genau nach denselben Regeln und nach einem
festgelegten Algorithmus behandelt. Hiermit wird garantiert, dass alle Versuche in unter-
schiedlichen Passagen, aber auch die Zelllinien untereinander vergleichbar sind.

Da fUr die photometrischen Messungen der Medieniliberstdnde kommerzielle Messkits ver-
wendet werden, kann hierdurch eine weitere Fehlerquelle, die durch eventuelle Unregelméa-
Bigkeiten beim Ansetzen der Reaktionsmedien entstehen kénnte, ausgeschlossen werden.
Des Weiteren wird durch Standard- bzw. Referenzmessungen eine Reihe systematischer
Fehler ausgeschlossen.

Durch Mehrfachmessungen, suffiziente Eliminierung von Fehlerquellen und die Analyse von
statistischen Mittelwerten werden die Daten der unterschiedlichen Zelllinien miteinander
vergleichbar.

4.1.4 In-Cell-Western

Beim In-Cell-Western handelt es sich um ein Verfahren zur quantitativen Expressionsanalyse
von Proteinen. In dieser Arbeit wurde das Verfahren ausschlieBllich zu quantitativen Analysen
von HIF-1«a benutzt. Das Verfahren vereint Methoden aus der immunhistologischen Farbung
und des Western Blots. Die Zellen werden in zellkulturfahigen 96 Well-Platten ausgesat und
bei 37 °C und 5 % CO2 in wasserdampfgeséattigter Atmosphére inkubiert. Nach Fixation und
Permeabilisation der Zellen erfolgten die bereits beschriebenen Farbereaktionen mit Primar-,
Sekundarantikérper und schlieBlich der Zugabe des Farbesubstrats TMB (Tetramethylbenzi-
din). Im Gegensatz zu DAB (Diaminobenzidin), welches bei immunhistologischen Farbungen
als Farbesubstrat verwendet wird, besitzt TMB eine hdhere Loslichkeit, womit ein photome-
trischer Nachweis erméglicht wird. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wird, ahnlich wie bei
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einer Western Blot Untersuchung, eine Normierung der Proteinexpression auf ein
Haushaltsprotein vorgenommen. Die Proteinexpression von HIF-1 wurde mit der Protein-
expression von &-Tubulin verglichen, um eine Aussage Uber die quantitative Expression tref-
fen zu kénnen (Kétz, 2009).

Die Vorteile des Verfahrens liegen in der Durchflihrbarkeit einer hohen Anzahl von Proben
auf einer einzigen 96 Well-Platte. Somit besteht die Mdglichkeit mehrere Zelllinien und die
Expression verschiedener Proteine in einem einzigen Versuch zu bestimmen. Das Verfahren
zeigte eine enorm hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiir etliche Proteine.

Da es sich bei HIF-1ax um ein unter Hypoxie exprimiertes Protein handelt, welches unter
Normoxie sehr schwer nachzuweisen ist, stellt dies ein Problem im Nachweis dieses Mole-
kils dar. Um eine Uberexpression von HIF-1x zu erzielen, miissen die Zellen einer hypoxi-
schen Umgebung ausgesetzt werden (Weidemann & Johnson, 2008). Hier existieren ver-
schiedene Mdglichkeiten diesen Zustand zu erreichen. Zum einen kann mithilfe einer Hypo-
xiekammer eine Inkubation der Zellen in einer sauerstoffarmen Umgebung realisiert werden.
Diese Methode hat den Vorteil, dass die Zusammensetzung der Inkubationsatmosphére
sehr genau gesteuert und verandert werden kann. Der Nachteil besteht in dem héheren
Aufwand und den héheren Kosten der Methode. Eine andere Méglichkeit besteht in der Er-
zeugung einer chemischen Hypoxie. Diese Methode wurde bei der Durchfiihrung der Expe-
rimente bevorzugt und mithilfe der Zugabe von Cobaldchlorid (CoCl2) zum Ndhrmedium rea-
lisiert. Die einfache Durchflihrbarkeit und die niedrigen Kosten zahlen zu den Vorteilen der
Methode. Allerdings besteht die einzige Mdglichkeit der Intervention bei der Inkubationszeit
und der Konzentration des Cobaldchlorids. Jegliche andere Beeinflussung und genaue
Steuerung, beziehungsweise Messung der Hypoxie entfallt.

4.1.5 Methode der Biolumineszenz

Die Methode der Biolumineszenz ist eine seit Uber zwanzig Jahren etablierte Methode der
ortsbezogen Metabolitbestimmung innerhalb von solidem Gewebe, wie z. B. Biopsien, Xe-
notransplantaten oder Sphéaroiden. Die Etablierung der Methode stammt aus der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Muller-Klieser (Mueller-Klieser & Walenta, 1993) und wurde innerhalb
der Arbeitsgruppe standig weiterentwickelt (Walenta et al., 1994); (Sattler et al., 2007).

Der groBe Vorteil dieser Methode besteht neben der quantitativen Methabolitbestimmung in
der ortskorrelierten Auswertung der Metabolitkonzentrationen. Dadurch kann eine Aussage
Uber Konzentrationen verschiedener Metabolite in Bezug zueinander und in Bezug auf
Strukturen des zu untersuchenden Gewebes, wie z. B. Bindegewebe, Muskel oder Nekrose
in Tumorgeweben, getroffen werden. Des Weiteren kénnen Messungen der Metabolitkon-
zentration mit sehr hoher Nachweisempfindlichkeit durchgeflihrt werden.

Ein Nachteil der Methode besteht in dem erhéhten Aufwand zur Versuchsvorbereitung und
einem enormen Aufwand bei der Auswertung der Daten.
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Allerdings gibt es kein anderes Verfahren, welches in der Lage ist, in dhnlicher Genauigkeit
und Prazision die Metabolitverteilung in oft nur wenigen Millimeter groBen Gewebestiicken
zu visualisieren.

Wie aus der Beschreibung des Versuchsaufbaus aus dem Abschnitt 2.4 zu erkennen ist,
handelt es sich um ein kompliziertes Messverfahren bei dem komplexe chemische Reaktio-
nen benutzt werden. Eine hohe Komplexitat erhdht die Fehleranfalligkeit eines Versuchsauf-
baus. Aus diesem Grund ist es von gréBter Bedeutung, dass bei diesem Messverfahren kei-
nerlei Abweichungen vom Versuchsprotokoll erfolgen. Als Beispiel ist hier die Thermoinsta-
bilitdt der Reaktionsgleichungen (Abschnitt 2.4.5) zu nennen. Um einen reibungslosen Ab-
lauf der Versuche zu gewéhrleisten, muss die Temperatur bei Lagerung der Proben, die
Raumtemperatur und die Temperatur wahrend der Messung konstant gehalten werden. Da
es sich bei der Messung selbst um eine Photonendetektion handelt, versteht es sich von
selbst, dass jeder Lichteinfall die Messung verfédlschen wirde. Aus diesem Grund befindet
sich die komplette Messvorrichtung in einer absolut lichtdichten Dunkelkammer. (Abschnitt
2.4.7)

Bei den Messungen in transfizierten Xenotransplantaten und Wildtyp Xenotransplantaten
wurden unterschiedliche Kamerasysteme verwendet. Da sich die verwendeten Kamerasys-
teme bei Messtechnik und Auflésung teilweise stark unterscheiden, sollten trotz Kalibrie-
rung, vor allem, wegen der stark unterschiedlichen Sensitivitdt beider Systeme die Ergeb-
nisse aus beiden Messreihen nicht miteinander verglichen werden. Die Aussagekraft der Er-
gebnisse, welche mit jeweils einem der beiden Systeme erhoben wurden, sind ohne Ein-
schrankung vergleichbar und aussagekraftig.

Um eine spétere Zuordnung der gemessenen Metabolitkonzentrationen zu unterschiedli-
chen Geweben (z. B. vitales Tumorgewebe, Nekrosen, oder Gewebe des Wirtstieres) inner-
halb Tumorschnittes zu erméglichen, missen Biolumineszenzbilder mit HE-Bildern von Pa-
rallelschnitten mithilfe von Bildbearbeitungssoftware Uberlagert werden. Bei besonderen
Fragestellungen zur Abgrenzung zwischen Tumorgewebe und Gewebe des Wirtstieres wer-
den immunhistologisch gefarbte Parallelschnitte, mithilfe einer CK-Farbung (Cytokeratin),
verwendet (Quennet, 2007). Da eine computergestitzte Auswertung und Zuordnung der
verschiedenen Gewebearten derzeit nicht méglich ist, muss die Zuordnung des auszuwer-
tenden Bereichs manuell durchgefiihrt werden. Da in diesem Abschnitt der Auswertung eine
subjektive Entscheidung Uber die AusmaBe der Region Of Interest (ROI) zu treffen ist, unter-
liegt dieser Bereich einer geringflgigen Fehlerquelle.
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4.1.6 Diskussion der Mykoplasmen-PCR

Mit Mykoplasmen kontaminierte Zellkulturen stellen ein seit langer Zeit bekanntes Problem
dar (Robinson & Wichelhausen, 1956).

Aktuelle Studien gehen davon aus, dass in Europa 25 - 37 % aller Zelllinien, die sich im Um-
lauf befinden, eine Kontamination mit Mykoplasmen aufweisen. AuBerhalb von Europa wur-
den bereits weit hdhere Kontaminationsraten von bis zu 65 % in Argentinien und bis zu
80 % in Japan gemessen. Ein weiteres Problem besteht darin, dass in vielen Laboratorien
gar nicht auf Mykoplasmenkontamination getestet wird (Ryan, 2008).

Das gréBte Problem bei einer Kontamination mit Mykoplasmen ist, dass genaue Vorhersa-
gen, welchen Effekt diese Kontamination auf die Zelllinie hat, nicht vorhergesehen werden
kann. Bekannt ist, dass Mykoplasmen den Zellzyklus, das Wachstum der Zellen und den
Metabolismus beeinflussen kénnen. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass eine andauernde
Kontamination zu irreversiblen Schaden an den Zellen fiihrt, wie z. B. eine Chromosomen-
aberration. Um einen genauen Uberblick tiber das AusmaB der Kontamination innerhalb ei-
nes Labors zu erhalten, sollten alle Zelllinien regelméBigen Tests unterzogen werden. Ein
Grund fur das Fortschreiten von Kontaminationen wird unter anderem im routineméaBigen
Gebrauch von Antibiotika in den Zellkulturen angesehen (Lincoln & Gabridge, 1998).

Alle vier verwendeten Zelllinien wurden vor Beginn der Versuche positiv auf Mykoplasmen
getestet. Eine mehrfach durchgeflinrte Eradikationstherapie mit MycoKill AB (PAA) fihrte
jeweils zu einer Unterdriickung der Mykoplasmen unter die Nachweisgrenze. Nach mehre-
ren Passagen waren allerdings wieder Mykoplasmen mittels PCR-Analyse nachweisbar. Da
es nicht méglich war die verwendeten Zelllinien, worunter vor allem die beiden transfizierten
Zelllinien OC 316 LUC und OC 316 AHIF-1« fielen, als Mykoplasmen freie Variante zu erhal-
ten und auch alle Xenotransplantate mit diesen Zellen in einem kooperierenden Laboratori-
um hergestellt wurden, wurden alle Versuche mit den residuale Zelllinien durchgefihrt. Da-
bei ist zu berlcksichtigen, dass eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die vorhandene
Kontamination mit Mykoplasmen nicht mit 100 %iger Sicherheit ausgeschlossen werden
kann (Rottem & Barile, 1993).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist es einen Uberblick tiber den Glukosestoffwechsel zweier Ovarialkarzi-
nomzelllinien zu erhalten, das BedeutungsausmaB des HIF-1x Proteinkomplexes genauer
beurteilen zu kénnen und eine Aussage der Ubertragbarkeit der Daten auf ein solides Tu-
mormodell treffen zu kénnen. Abbildung 4.1 zeigt eine Ubersicht der Bedeutung von HIF-1
fur das biologische und klinische Verhalten maligner Tumore.
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Abbildung 4.1: Bedeutung von HIF-1x im Tumorgewebe

Im Tumorgewebe wird HIF-1a durch verschiedene Stimuli aktiviert: Lokale Hypoxie
steigert die Proliferationsbereitschaft, Tumorsupressorgene kdnnen unterdriickt,
Onkogene und Wachstumsfaktoren geférdert werden. Zusammen mit anderen Zel-
len, wie z. B. Makrophagen werden durch die genannten Faktoren wiederum die
Reaktionen von HIF-1a beeinflusst. Diese komplexen Interaktionen beeinflussen
das Verhalten des Tumors in Hinsicht auf Wachstum, Invasion und Metastasierung.
Aus: (Weidemann & Johnson, 2008)

4.2.1 Wachstumskurven

Die durchgefuhrten Analysen zeigen deutliche Unterschiede der verwendeten Zelllinien in
ihrem Wachstumsverhalten. Hierbei sind die Kurvenverldufe der einzelnen Wachstumskur-
ven wesentlich aufschlussreicher als die daraus ermittelten Verdopplungsraten der Zellen
(Abbildung 4.1).

Im Vergleich zwischen der niedrig-glykolytischen Zelllinie IGROV1 und der hoch-glykolyti-
schen Zelllinie OC 316 féllt neben der deutlichen geringeren Verdopplungszeit von IGROV1
(16,5 h) gegentiber OC 316 (25,3 h) eine signifikant kiirzere exponentielle Wachstumsphase
auf. IGROV1 zeigt im exponentiellen Wachstum zwar eine deutlich kirzere Verdopplungszeit
als OC 316 auf, geht dann allerdings trotz unvollstdndiger Konfluenz des Zellrasens und
ausreichendem Angebot an Néahrstoffen sehr frih in ein reduziertes, jedoch persistierendes
Wachstum Uber. OC 316 dagegen zeigt ein exponentielles Wachstum bis zu einer 100 %
igen Konfluenz des Zellrasens mit anschlieBendem Wachstumsstop. Die Analysen der bei-
den Zelllinien haben auch gezeigt, dass IGROV1 trotz 100 %iger Konfluenz des Zellrasens
weiter kontinuierlich wéchst, wogegen bei OC 316 ein Platz und Nérstoffmangel deutlichen
Einfluss auf das weitere Wachstumsverhalten zeigt. Sobald OC 316 eine 100 %ige Konflu-
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Abbildung 4.2: Wachstumskurven
Die Abbildung zeigt reprasentative Wachstumskurven der Zelllinien IGROV1 (a.), OC 316 (b.), OC 316
LUC (c.) und OC 316 AHIF-1x (d.) in halblogarithmischer Darstellung. Es wurde die Zellzahl/cm? ge-
gen die Wachstumsdauer in Stunden (h) aufgetragen. In jeder Grafik ist die Steigungsgerade im ex-
ponentiellen Wachstum mit der dazugehdrigen Geradengleichung dargestellt.

enz erreicht hat, ist ein Riickgang der Zellzahlen zu beobachten. Dies zeigt die Unempfind-
lichkeit von niedrig-glykolytischen Zellen gegenlber unglinstigen Wachstumsbedingungen
wie z. B. ein geringeres Angebot an Nahrstoffen. Die Zellen von IGROV1 zeigen zwar ein -
ber einen langeren Zeitraum beobachtetes langsameres Wachstum, erweisen sich dartber
hinaus aber als wesentlich robuster. Diese Eigenschaften der beiden Zelllinien kédnnten auf
der einen Seite eine therapeutische Angriffsstelle in der Tumortherapie hoch-glykolytischer
Tumoren darstellen (Scatena et al., 2008), auf der anderen Seite allerdings bei Tumoren mit
niedriger glykolytischer Aktivitat eine Verschlechterung der Prognose bedeuten (Vaupel et
al., 2004).

Nun stellt sich die Frage nach der Bedeutung von HIF-1x in Bezug auf die hohe glykolyti-
sche Aktivitdt von OC 316. Wenn man sich den Verlauf der Wachstumskurven von OC 316
und OC 316 LUC im Vergleich ansieht, erkennt man, dass der Verlauf beider Kurven sehr
ahnlich ist. Dies zeigt, dass die Transfektion der Zelllinie OC 316 mit dem Leervektor LUC
eine nur sehr geringe Auswirkung auf das Wachstumsverhalten verursacht hat. Die etwas
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veranderte Wachstumsgeschwindigkeit kénnte auf die notwendige Behandlung der Zellen
mit Puromycin zurlckzufiihren sein. Da alle transfizierten Zellen durch den Kontrollverktor
eine Puromycinresistenz besitzen, werden solche Zellen, die einen Verlust des Vektors erlei-
den, eliminiert. Da durch die Elimination dieser Zellen ein erhohtes Platz- und Nahrstoffan-
gebot fir die verbleibenden Zellen herrscht, kénnte hierduch die etwas schnellere Verdopp-
lungszeit begrindet werden. Hiermit kdnnen alle Effekte bezliglich des Wachstumsverhal-
tens von OC 316 AHIF-1x gegeniiber OC 316 und OC 316 LUC auf die Herunterregulierung

des HIF-1a Proteinkomplexes zuriickgefiihrt werden.

Wenn man den Verlauf der Wachstumskurve von OC 316 AHIF-1a-Zellen in Relation zu den
Verlaufen bei OC 316- und OC 316 LUC-Zellen analysiert, fallt auf, dass es bei
OC 316 AHIF-1x kein so starkes exponentielles Wachstum gibt, wie dies bei den anderen
beiden Zelllinien der Fall ist. Es stellt sich sogar als besonders schwer heraus, die exponen-
tielle Wachstumsphase genau zu bestimmen, da das Wachstumsverhalten von
OC 316 AHIF-1x-Zellen sehr starken Diskontinuitdten unterliegt. Sollche signifikanten Effek-
te einer Beeinflussung des HIF-1x Proteinkomplexes sind nur bei der hoch-glykolytischen
Zelllinie OC 316 und nicht bei IGROV1 aufgefallen (Favaro et al., 2008). Erstaunlich hierbei
ist, dass durch die Herunterregulierung von HIF-1x bei OC 316-Zellen der Verlauf der
Wachstumskurve dem der niedrig-glykolytischen Zelllinie IGROV1 sehr &hnelt.

Man kann also abschlieBend feststellen, dass in Bezug auf das Wachstumsverhalten von
Tumorzellen einer hoch-glykolytischen Zelllinie die Herunterregulierung von HIF-1x das
Wachstum der Zellen deutlich verlangsamt. Somit wird in Bezug auf das Wachstumsverhal-
ten von Tumoren die Berechtigung von HIF-1« als therapeutisches Ziel einer pharmakologi-

schen Tumortherapie untermauert (Semenza, 2002) (Semenza, 2009).

4.2.2.1 Laktatproduktion in vitro

Zur Beurteilung der Laktatproduktion aller Zelllinien in vitro wurden die Laktatkonzenzentra-
tionen im Zellkulturmedium Uber den Zeitverlauf der Inkubation bestimmt. Damit kann eine
Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Laktatabgabe von den Zellen an das Nahrmedium
getroffen werden. Des Weiteren kann mithilfe der gewonnen Daten eine Produktionsrate,
d. h. die Laktatproduktion pro Zeiteinheit, ermittelt werden. Da bei Gewinnung der Proben
die Zellzahl und das durchschnittliche Zellvolumen in einzelnen Zellkulturflaschen bestimmt
wird, kann eine Aussage Uber den Laktatgehalt pro Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt
(pmol/Zelle) getroffen werden. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit der Umrechnung auf
das Zellvolumen (mol/l). Aus diesen Daten werden dann die Laktatproduktionsraten errech-
net (pmol/Zelle/h und mol/I/h). Diese Normierung ist u. a. fir die Vergleichbarkeit von Ergeb-
nissen unterschiedlicher Untersucher wichtig. Leider wird dies nicht selten bei Publikationen
auch in international begutachteten Zeitschriften missachtet.
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Wenn man nun die Laktatproduktion von IGROV1 mit der von OC 316 vergleicht, erkennt
man, dass IGROV1 nur 45 % der Laktatmenge (in pmol/Zelle) von OC 316 nach sechs
Stunden an das Nahrmedium abgibt. Vergleicht man die Werte bezogen auf das Zellvolumen
in mol/l, so ist die Differenz zwischen den beiden Zelllinien noch etwas gréBer. Dieser Effekt
ist auf das durchschnittlich héhere Zellvolumen der Zellen bei IGROV1 zurlckzufuhren. Ei-
nen genaueren Einblick in die Bedeutung der ZellgréBe, erhdlt man, wenn man die Laktat-
produktionsraten der beiden Zelllinien miteinander vergleicht. In Bezug auf die Laktatmenge
pro Zelle pro Stunde produziert IGROV1 48 % der Laktatmenge von OC 316. Betrachtet
man allerdings die Laktatproduktionsrate in Relation zum Zellvolumen, so produziert
IGROV1 nur noch 41 % der Laktatmenge von OC 316. Man sieht also, dass eine Unter-
scheidung zwischen Laktatmenge pro Zelle und Laktatmenge pro Zellvolumen durchaus
sehr wichtig ist, sobald Daten von Zellen unterschiedlichen Zellvolumens miteinander vergli-
chen werden sollen. Eine weitere Indikation fir die Angabe der Messwerte bezogen auf das
Zellvolumen sieht man im direkten Vergleich der Laktatproduktionsraten von OC 316 und
der transfizierten Zelllinie OC 316 LUC, die einen Leervektor tragt. Beide Zelllinie zeigen Un-
terschiede in der Laktatproduktionsrate bezogen auf die Anzahl der Zellen. Betrachtet man
allerdings die Laktatproduktionsrate in Bezug auf das Zellvolumen, sind beide Werte exakt
gleich. Auch diese Bedeutung der angemessenen Normierung zellbezogener Funktionspa-
rameter wird in wissenschaftlichen Schriften leider haufig ignoriert.

Bei der Betrachtung der Laktatproduktion von OC 316 AHIF-1« ist festzustellen, dass zwar
sowohl in Bezug auf die Zellzahl, als auch auf das Zellvolumen niedrigere Werte gemessen
wurden als bei OC 316 und OC 316 LUC, allerdings sind diese Unterschiede als nicht signi-
fikant zu beurteilen. Dies kénnte dadurch erklart werden, dass alle Messungen unter Norm-
oxie durchgeflhrt wurden.

AbschlieBend ist noch zu erwdhnen, dass in Einzelversuchen bei allen Zelllinien gezeigt
werden konnte, dass der lineare Verlauf der Laktatproduktion auch Gber 24 Stunden weiter
lauft. Somit ist die Aussagekraft der gemessenen Werte Uiber sechs Stunden auch fir l&ange-
re Messperioden reprasentativ.

4.2.2.2 Glukoseverbrauch in vitro

Im Gegensatz zur Laktatproduktion handelt es sich beim Verbrauch von Glukose um einen
zur Metabolisierung aufgenommenen Nahrstoff. Das heil3t, dass der Glukoseverbrauch als
Nachweis der Glykolyseaktivitdt insgesamt herangezogen werden kann. Da die Laktatpro-
duktion, vor allem im Tumorgewebe, sowohl unter aeroben, als auch anaeroben Bedingun-
gen stattfindet, kann hieraus alleine keine Aussage Uber die Glykolyseaktivitdt geschlossen
werden. Da es sich bei der Glukose also um einen exogen zugefiihrten Nahrstoff handelt,
der im Gegensatz zum Laktat nicht intrazellular kumuliert und nur bei Bedarf in die Zelle
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aufgenommen wird, ist es sinnvoll zum direkten Vergleich mehrere Zelllinien den Glukose-
verbrauch auf die Zellzahl und nicht auf das Zellvolumen zu beziehen.

Beim Vergleich der Zelllinien IGROV1 und OC 316 fallt auf, dass der Glukoseverbrauch von
IGROV1 nur 57 % des Glukoseverbrauchs von OC 316 ausmacht. Setzt man voraus, dass
das produzierte Laktat zum groBten Teil aus der abgelaufenen Glykolyse stammt und hierbei
aus jedem mol Glukose zwei mol Laktat werden, ist auffallig, dass bei IGROV1 bis zu 85 %
der Glukose zur Laktatproduktion genutzt wird. Bei den Zelllinien OC 316 und OC 316 LUC
liegt dieser prozentuale Anteil bei 100 %. Aufféllig ist, dass OC 316 AHIF-1x-Zellen nur bis
zu 70 % der Glukose zur Laktatproduktion genutzt wird. Das heiBt, dass eine Herunterregu-
lierung von HIF-1x in Tumorgeweben bei hoch-glykolytischen Zelllinien dazu fihrt, dass im
Verhaltnis weniger aerobe Laktatproduktion betrieben wird. Dieser hier beschriebene Effekt
ist schon seit langerem bekannt (Lu et al., 2002).

Vergleicht man nur den Glukoseverbrauch von OC 316 AHIF-1x-Zellen, mit OC 316- und
OC 316 LUC-Zellen, sind die Werte nicht signifikant verschieden.

4.2.3 HIF-1x-Expressionen in vitro

Die Anti-HIF-1x-Transfizierung der Zelllinie IGROV1- und OC 316-Zellen wurde in der Ar-
beitsgruppe von Dr. Indraccolo aus Padua (ltalien) durchgeflihrt. In dieser Arbeitsgruppe
wurde die Expression von HIF-1« in vitro mit verschiedenen Methoden bereits ausflihrlicher
untersucht. Es wurde mittels quantitativer PCR Analyse die Menge von HIF-1ac mRNA be-
stimmt. Des Weiteren wurde die Expression von HIF-1x auf Proteinebene mittels Wester
Blot detektiert und es wurde die Genexpression von VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), welches durch HIF-1a kontrolliert wird, unter Normoxie und Hypoxie gemessen
(siehe Abbildung 4.3). Die Ergebnisse zeigten eine 80 - 90 %ige Herunterregulierung von
HIF-1x mRNA. Eine HIF-1x Proteinexpression war bei den transfizierten Zelllinien im Ge-
gensatz zu den Wildtyp-Zelllinien nicht nachweisbar. Die Genexpression von VEGF unter
Hypoxie wurde durch die Transfizierung deutlich reduziert (siehe Abbildung 4.3) (Favaro et
al., 2008).

Ziel dieser Arbeit war es eine kostenglinstige und schnell durchfihrbare Methode zum
quantitativen Nachweis von HIF-1«x auf Proteinebene zu entwickeln. Es wurde versucht dies
mithilfe des In-Cell-Westerns zu realisieren.

Die in Abschnitt 3.3 gezeigten Ergebnisse zeigen die relative Proteinexpression von HIF-1q,
in Bezug auf Tubulin als Kontrollprotein, der Zelllinien IGROV1, OC 316, OC 316 LUC und
OC 316 AHIF-1«. Es ist zu erkennen, dass bei den Zelllinie IGROV1, OC 316 und OC 316
LUC unter Hypoxie die Expression von HIF-1x ansteigt. Im Gegensatz zur Zelllinie
OC 316 AHIF-1«, bei der ein Riickgang der HIF-1x-Expression unter Hypoxie zu erkennen
ist. Diese Ergebnisse sind durchaus mit den zu erwartenden Ergebnissen vereinbar, aller-
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Abbildung 4.3: Expression von HIF-1ct auf Gen und Proteinebene

A: Reduktion des HIF-1oc mRNA Transkriptionslevels in den Zelllinien IGROV1
AHIF-1x und OC 316 AHIF-1a mittels quantitativer RT-PCR Analyse. Gezeigt
sind Mittelwerte = SD aus drei unterschiedlichen Untersuchungen.
B: Detektion des HIF-1a Proteinkomplexes in Lysaten aus Zellen von OC 316
und IGROV1 und den jeweiligen transfizierten Zelllinien. Hypoxie wurde durch
die Zugabe von Cobaldchlorid (CoCl2) erzeugt. Als Kontrollprotein wurde Tubu-
lin verwendet.
C: Messung der Genexpression des von HIF-1 kontrollierten VEGF in IGROV1
und OC 316, sowie in den transfizierten Zelllinien unter Normoxie und Hypoxie.
Gezeigt sind Mittelwerte + SD aus drei unterschiedlichen Untersuchungen.
Aus: (Favaro et al., 2008)
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dings muss erwahnt werden, dass es sich bei dem gezeigten Versuch um einen einzigen
Versuchsdurchlauf und nicht um drei unabhéngige Untersuchungen handelt.

Bei der Entwicklung der Methode gestaltete es sich als duBerst schwierig einen immunolo-
gischen Proteinnachweis mittels Antikérperreaktion von HIF-1a durchzufiihren. Die Griinde
hierfir sind an verschiedenen Stellen der Versuchsdurchflihrung zu vermuten. Zum einen
handelt es sich bei HIF-1ax um ein sehr instabiles Protein, dessen Expression unter Norm-
oxie nur sehr gering ausgepragt sein kann (Weidemann & Johnson, 2008); (Metzen et al.,
20083); (Bardos & Ashcroft, 2004). Bei der Erzeugung von hypoxischen Bedingungen, gibt es
wie im Abschnitt 4.1.4 beschrieben mehrere Methoden. In dieser Arbeit wurde die Erzeu-
gung einer chemischen Hypoxie mithilfe von Cobaldchlorid verwendet. Unter anderem wur-
de diese Methode gewahlt, da sie in der kooperierenden Arbeitsgruppe von Dr. Indraccolo
ebenfalls verwendet wurde (siehe Abbildung 4.2). Da vor Versuchsbeginn und vor Fixation
der Zellen beim Beenden des hypoxischen Zustandes die Mdglichkeit eines sofortigen Zer-
falls von HIF-1«x besteht, kdbnnte der Nachweis dadurch erschwert werden.

Eine andere Mdoglichkeit, die den Nachweis erschwert, besteht in der Antikdrperreaktion
selbst. Kommerzielle Kits zum Antikdrpernachweis des HIF-1x Proteinkomplexes verwen-
den Verstarkersubstanzen, die die Antikdrperreaktion verstarken (ThermoScientific, 2007)
(Woo et al., 2006). Bei den hier gezeigten Versuchen wurden keine Verstarker oder Stabilisa-
toren verwendet. Es stellte sich heraus, dass ohne Verstérker oder Stabilisatoren eine sehr
hohe Konzentration des Primérantikérpers bendtigt wird, was wiederum zu Kreuzreaktionen
mit anderen Proteinen flihren kann.

AbschlieBend ist fir einen quantitativen immunologischen Nachweis von HIF-1a auf Pro-
teinebene zu empfehlen, ein komplettes kommerzielles Kit (z. B. Cellomics® HCS Reagent
Kits Transcription Factor Activation Kit, ThermoScientific) zu benutzen. Diese Variante stellt
in Relation zu Aufwand und Kosten die effektivste Methode dar.

4.2.4.1 ATP-Konzentrationen im Xenograft

Die Vorteile bei der bildgebenden Biolumineszenz bestehen darin, dass es ermdglicht wird
den Methabolitstatus eines soliden Gewebes zum Entnahmezeitpunkt raumlich und quanti-
tativ darzustellen.

Die hier gemessenen ATP-Konzentrationen unterliegen keinen sehr groBen Schwankungen
und liegen bei allen vier Zelllinien im Rahmen dessen, was aus anderen Publikationen und
aus anderen Tumorentitdten bekannt ist (Walenta et al., 2000); (Schréder); (Walenta et al.,
2003); (Quennet et al., 2006).
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4.2.4.2 Laktatkonzentrationen im Xenograft

Im Gegensatz zu den ATP-Konzentrationen unterliegen die Laktatkonzentrationen starkeren
Schwankungen. Dies ist aus den Literaturangaben in dem Abschnitt 4.2.4.1 zu entnehmen.
Im Vergleich zu Literaturangaben sind die Laktatkonzentrationen bei den hier verwendeten
Xenotransplantaten aus allen vier Zelllinien im oberen Bereich des Konzentrationsspektrums
anzusiedeln. Dies kdénnte z. B. durch den durchschnittlich héheren Blutzuckerspiegel bei
immundefizienten Mausen begriindet liegen (Jourdan, 1993). Hierdurch kénnten sich hdhere
Laktatkonzentrationen in Xenotransplantaten im Vergleich zu Humanbiopsien begrinden.
Des weiteren kdnnen héhere Laktatkonzentrationen in einer gesteigerten Glykolyse (Walenta
et al., 2004) (Gatenby & Gillies, 2004) und einer gesteigerten Expressionsrate einiger glykoly-
tischer Enzyme begrindet liegen (Firth et al., 1994); (Semenza, 1999); (Dang & Semenza,
1999); (Unwin et al., 2003); (Solorzano et al., 2005).

Beim Vergleich der Laktatkonzentrationen zwischen IGROV1 und OC 316 zeigt sich eine
signifikant héhere Laktatkonzentration in den Tumoren der Zelllinie OC 316. Diese Werte
sind vor dem Hintergrund, dass es sich bei OC 316 um eine hoch-glykolytische Zelllinie
handelt, zu erwarten. Die Werte korrelieren also sehr gut mit den in vitro gemessenen Daten.
Bei den Tumoren der transfizierten Zelllinie OC 316 AHIF-1x im Vergleich zu OC 316 LUC

sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Auch diese Daten korrelieren sehr gut

mit den in vitro gemessenen Werten.

4.2.4.3 Glukosekonzentration im Xenograft

Beim Glukosegehalt in Xenotransplantaten ist es sehr schwer zuverlassige Aussagen zu
treffen, welche auf den Menschen Ubertragbar sind. Da die Glukosekonzentration im Tumor-
gewebe sehr stark von der Blutglukosekonzentration des Wirtstieres abhangig ist, sind die
in dieser Arbeit gemessenen Werte nur eingeschrankt mit Werten aus Humanbiopsien zu
vergleichen (Schwickert et al., 1996). Da wie bereits erwdhnt bestimmte Mausstdmme einen
héheren Blutglukosespiegel aufweisen als Menschen, sind die hier gemessenen Glukose-
konzentrationen in Xenotransplantaten oftmals héher als in menschlichem Tumorgewebe.
Trotz dieser Tatsache besteht die Mdglichkeit die Glukosekonzentrationen zwischen ver-
schiedenen Tumoren aus unterschiedlichen Zelllinien miteinander zu vergleichen und in Re-
lation zu den gemessenen Laktat- und Pyruvatkonzentrationen zu setzen.

Da signifikante Unterschiede im Laktatgehalt nur zwischen den Tumoren aus IGROV1 und
OC 316 zu finden sind, wurde die Glukosekonzentration von Tumoren dieser beiden Zelllini-
en bestimmt. Hier ist auffallig, dass in IGROV1-Tumoren signifikant héhere Glukosekonzen-
trationen zu finden sind als in OC 316-Tumoren. Das heiBt, dass dies mit einem héheren
Glukoseverbrauch der OC 316-Tumoren erklart werden kann. Dies wiederum weist darauf
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hin, dass die unterschiedliche glykolytische Aktivitat von Einzelzellen in vitro nacht Implanta-

tion der Zellen und Erzeugung solider Tumoren in vivo erhalten bleibt.

4.2.4.4 Pyruvatkonzentration im Xenograft

Nun bleibt die Frage, ob bei den niedrigen Laktat- und hohen Glukosewerten in Tumoren
aus der Zelllinie IGROV1 Unterschiede im Laktat/Pyruvat-Verhaltnis zu finden sind. Das Lak-
tat/Pyruvat-Verhaltnis hdngt zum einen von der jeweiligen Aktivitat der Laktatdehydrogenase
(LDH) und der Pyruvatdehydrogenase (PDH) ab, zum anderen spiegelt es die Sauerstoffver-
sorgung des jeweiligen Gewebes wieder (Sattler, 2008). In Tumorgeweben kann dieses Ver-
héltnis zur Beschreibung des mitochondrialen Schadens herangezogen werden.

Da bei Tumoren aus beiden Zelllinien nur sehr geringe Pyruvatkonzentrationen auftraten und
auch die Unterschiede bei dem Pyruvatgehalt zwischen den Tumoren nicht signifikant sind,
verschiebt sich das Laktat/Pyruvat-Verhaltnis, trotz signifikanter Unterschiede im Laktatge-
halt, soweit, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tumoren von IGROV1 und
OC 316 zu finden sind. Daraus kann der Schluss gezogen werden, dass in beiden Tumoren
etwa gleich viel Pyruvatproduktion betrieben wird und in den Tumoren von OC 316 der An-
teil an aerober Laktatproduktion deutlich hdher liegt, als bei Tumoren aus Zellen von
IGROVA1.

4.2.5 Vergleich in vitro vs. in vivo

Das in vitro Modell der Monolayer-Zellkultur eignet sich sehr gut dazu, einzelne intrazelluldre
Vorgange, unter Ausschaltung moéglichst vieler beeinflussender Faktoren zu beurteilen.
Durch diese Methode gelingt es sehr gut den intrazellularen Glukosestoffwechsel von Tu-
morzellen zu untersuchen und zu begreifen. Da aber Gewebewachstum und Stoffwechsel in
Tumoren von wesentlich mehr Faktoren abh&ngen, als nur intrazelluldren Stoffwechselvor-
gangen, muss um ein Gesamtbild zu erschaffen auch immer der Methabolismus im soliden
Geweben, wie z. B. in Xenotransplantaten beurteilt werden. Dariiber hinaus sollte man auch
immer eine Beeinflussung durch den Organismus selbst in Betracht ziehen. Wie in dieser
Arbeit gezeigt wird, bestehen groBe Unterschiede darin, ob sich ein Tumor in einer immun-
suprimierten Maus, oder in einem Menschen befindet. Ein Organismus, sei es der einer
Maus, oder eines Menschen, beeinflusst immer auch das Tumorwachstum und dessen Me-
tabolismus, z. B. durch die Einwirkung von Hormonen. Was auch immer bedacht werden
muss, ist dass ein Tumor in einem immunsuprimierten Organismus immer ein anderes
Wachstumsverhalten zeigt, als in einem ansonsten gesunden Organismus. Dass es fir die
Durchfihrung von Xenotransplantationen stets eine Immunsupression, welcher Art auch
immer, erforderlich ist sollte niemals auBer Acht gelassen werden. So ist z. B. das Tumor-
wachstum sehr stark davon abhéngig wie stark die Immunsupression des Wirtsorganismus
ausgepragt ist.
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So lasst auch diese Arbeit den Schluss zu, dass man bei den Versuchen in vitro Tendenzen
ablesen kann, die sich auch in vivo nachweisen lassen. So kann in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die in Zellkultur niedrig-glykolytische Zelllinie IGROV1 im Vergleich zu OC 316,
mit einem gesteigerten Glukosestoffwechsel, dieses Verhalten in den Xenotransplantaten
beibehalten. Allerdings ist auch zu sehen, dass die groBen Unterschiede, die in der Mono-
layer-Zellkultur zu sehen sind, in den Xenotransplantaten relativiert werden. Also ist ein
Rickschluss von einem Versuch in Zellkultur auf das Ergebnis in solidem Gewebe zwar in
der Tendenz mdglich, allerdings lassen sich genaue Vorhersagen nicht treffen. Dies macht
die Beurteilung anhand von Tumormodellen unerl&sslich.
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5 Zusammenfassung

Ovarialkarzinome stellen eine schwer zu therapierende onkologische Erkrankung mit im
Durchschnitt sehr schlechter Prognose dar. Die Notwendigkeit einer weiteren Verbesserung
der Therapie dieser Erkrankung ist sehr offensichtlich. Studien an anderen Tumorentitaten
haben die groBe Bedeutung des Glukosestoffwechsels, speziell des Laktats, in der Erken-
nung, Kategorisierung und Therapie von onkologischen Erkrankungen gezeigt. In der Kon-
trolle des Glukosestoffwechsels, aber auch vieler anderer Funktionen, wie z. B. des Tumor-
wachstums und des Zelliberlebens, hat sich der Hypoxia Inducible Factor (HIF) als beson-
ders wichtig herausgestellt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Glukosestoffwechsel
in Ovarialkarzinomen und seine Beeinflussung durch eine Herunterregulierung von HIF-1x
untersucht. Hierzu wurden die Ovarialkarzinomzelllinien OC 316 und IGROV1 (Wildtyp) und
die Zelllinie OC 316 mit einem lentiviralen Vektor zur Herunterregulierung von HIF-1x ver-
wendet. Das Wachstumsverhalten, die Laktatproduktion und der Glukoseverbrauch wurden
bei diesen Zelllinien in vitro untersucht. Dartber hinaus wurden mithilfe der bildgebenden
Biolumineszenz ATP, Laktat, Pyruvat und Glukose in Xenotransplantaten dieser Zelllinien
gemessen. Diese in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode erlaubt die quantitative Er-
fassung von Metaboliten in selektiven Gewebsarealen, wie z. B. in vitalen Tumorregionen, in
stomatdsen Arealen oder im tumornahen Normalgewebe.

In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass die glykolytische Aktivitdt von Ovarialkarzinom-
zelllinien mit dem Wachstumsverhalten positiv korreliert ist. Eine Herunterregulierung von
HIF-1o fuhrt zu einer deutlichen Verlangsamung des Zellwachstums, wobei allerdings alle
HIF-Zielgene betroffen sein kdnnen. Des Weiteren wird mit den hier gezeigten Daten die
prognostische Bedeutung des Laktats bestéatigt. Hohe Laktatwerte in vitro waren mit schnel-
lerem Wachstum korreliert. Zuséatzlich zeigen die vorliegenden Daten, dass die gewonnenen
Befunde in vitro nur ndherungsweise auf die in vivo Situation Ubertragbar sind. Eine Herun-

terregulierung von HIF-1x zeigt keine signifikant unterschiedlichen Laktatwerte in den Xe-
notransplantaten. Allerdings spiegeln sich zelllinienspezifische Unterschiede in der metabo-
lischen Aktivitat in vitro im metabolischen Verhalten der entsprechenden Xenografttumoren
recht gut wider.

Die gewonnenen Ergebnisse weisen zum einen auf die prognostische Bedeutung einer
Bestimmung von Laktatkonzentrationen aus Tumorbiopsien hin und bestatigen zum anderen
die klinische Aussagekraft metabolischer Aktivititsmessungen mittels PET. Solche Daten
kédnnten dazu dienen Patienten einer individualisierten Therapie zuzuftihren. AuBerdem wur-
de die Effektivitat, aber auch die Komplexitédt einer gegen HIF-1x gerichteten Therapie auf
Protein- und Genebene bestétigt. Somit zeigen die erzielten Resultate einerseits Méglichkei-
ten einer individualisierten Therapie auf, andererseits unterstreichen sie die groBe Notwen-
digkeit weiterer Grundlagenforschung auf diesem Gebiet.
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6.3 Abkiirzungen
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uv

VEGF
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Hg

pl
pm
pmol

6.4 Puffer und L6sungen

PBS:

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

pH: 7,3-7,4

rotations per minute

Roswell Park Memorial Institute
ribosomale Ribonukleinsaure
Severe Combined Immunodeficiency
Standardabweichung

short hairpin Ribonukleinsaure
TRIS-Borat-EDTA-Puffer

T-Zell Rezeptor

Tagged Image File

Tagged Image File Format
Tetramethylbenzidin

Units

Ultraviolettstrahlung

Volt

Version

Vascular Endothelial Growth Factor
zum Beispiel

Mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol

27 mM
15 mM
65 mM
730 mM

RPMI 1640 Zellmedium (Fa. PAA, Colbe):

+10 % FCS
+ 10 mM HEPES als Puffer
+ 1 mM Natriumpyruvat

+ 1 % L-Glutamat verwendet
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HANK's Lésung:
Natriumchlorid
Kaliumchlorid

di-Natriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat

HEPES

136,9 mM
5,36 mM
0,28 mM
0,44 mM
27,43 mM

pH: 7,2; autoklavieren; Lagerung 4 °C

Vor Gebrauch (a 500 ml):
Glukose

EDTA Tetranatriumsalz Dihydrat

0,5¢
4,75 ¢g

Beides in etwas steriler Hank’s Lésung 16sen; anschlieBend sterilfiltriert in die Flasche Uber-

fUhren

Artikel Hersteller Ort
Aceton Roth Karlsruhe
Agarose Roth Karlsruhe
B-Mercaptoethanol AppliChem Colbe
CASYclean® Schérfe System Reutlingen
CASYton® Schérfe System Reutlingen
DEPC-Wasser Sigma Steinheim
DNA-Loading Dye 6x Promega Mannheim
EDTA Sigma Steinheim
Eosin Merck Darmstadt
Essigsaure Roth Karlsruhe
Ethidiumbromidldsung Roth Karlsruhe
Formaldehyd Roth Karlsruhe
Formamid Sigma Steinheim
Glukose Merck Darmstadt
Glycerin Roth Karlsruhe
HEPES Roth Karlsruhe
Hamalaun Roth Karlsruhe
Kaliumchlorid Merck Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat Merck Darmstadt
L-Glutamin PAA Célbe
Methanol Roth Karlsruhe
MycoKill AB PAA Célbe
Natriumacetat Roth Karlsruhe
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Natriumchlorid Roth Karlsruhe
Natriumpyruvat AppliChem Darmstadt
Puromycin AppliChem Darmstadt
Tissue-Tek® Sakura Torrance, USA
Tris Roth Karlsruhe
Trypsin EDTA (1x) PAA Colbe
Wasserstoffperoxid AppliChem Darmstadt
Xylol Roth Karlsruhe
6.5 Kits
Artikel Hersteller Ort
Animal Research Kit Dako Hamburg
DAB* Dako Hamburg
Glukose-Kit r-biopharm AG Darmstadt
Laktat-Kit r-biopharm AG Darmstadt
MycoTest Venor®GeM Minerva biolabs Berlin
6.6 Antikorper
Antikorper Hersteller Ort
Cytokeratin AE1/AE3 (mouse) Dako Hamburg
goat anti-mouse EnVision Dako Hamburg
HIF-1x (C-19) (goat) Santa Cruz California, USA
donkey anti-goat IgG-HRP Santa Cruz California, USA
«o-Tubulin (rabbit) abcam Cambridge, GB
donkey anti-rabbit HRP Dianova Hamburg
6.7 Geriate
Gerat Hersteller Ort
Absaugpumpe Neuberger Freiburg
Agarosegelelektrophoresekammer Pharmacia Biotech Wien, AT
Biolumineszenzkameras

- iXonEM+ Andor Belfast, GB
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- Hamamatsu C2400
Brutschrank
CASY® TT
Einfrierbox
Fettstift
Flow (Sterilbank)
Fluorometer Fluoroskan Il

Hamamatsu
Heraeus

Scharfe System
Merck

Dako

Gelair

Thermo Scientific

Herrsching
Hanau
Reutlingen
Darmstadt
Hamburg
Meckenheim
Braunschweig

Geldokumentationssystem Vilber Lourmat Eberhardzell
Kryotom SLEE Mainz
MacBook Apple Hollyhill, IE
Magnetrihrplatte Variomag Oberschleissheim
Microplate-Reader 3550-UV Biorad Minchen
Microplate-Reader DTX 880 Beckman Coulter Krefeld
Mikroskope

- DM IRB Leica Wetzlar

- Olympus BH-2 Zeiss Gottingen

- Olympus IM Olympus Hamburg
Mikrowelle Micromaxx Essen
Dispenser/ Multipette Eppendorg Hamburg
pH-Meter Schott Gerate Mainz
Spiegelreflexkamera D100 Nikon Dusseldorf
Photometer - LAMBDA Bio PerkinElmer Rodgau
Pipetten Eppendorf Hamburg
Thermocycler TPersonal Biometra Gottingen
Vortexer Bender & Hobein Bruchsal
Wasserbad GFL Hannover
Zentrifugen

- Biofuge 15; Rotor 3042 Heraeus Hanau

- Megafuge 1.0R; Rotor 2252 Heraeus Hanau

- Zentrifuge 3200 Eppendorf Hamburg
6.8 Materialien
Artikel Hersteller Ort
Casyton Scharfe System Reutlingen

Deckglaschen
Einmalpipetten
Einwegskalpelle

Menzel-Glaser
Greiner bio-one
Braun

Braunschweig
Frickenhausen
Tuttlingen
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Kryo-Réhrchen
Objekttrager-SuperFrost®/Plus

Nalgene
Menzel-Glaser

Rochester, US
Braunschweig

Pastheurpipetten, gestopft Roth Karlsruhe
Petrischalen Greiner bio-one Frickenhausen
Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg
Pipettus Eppendorf Hamburg
ReaktionsgefaBe (50 ml; 15 ml) Greiner bio-one Frickenhausen
ReaktionsgefaBe (2 ml; 1,5 ml, 1 ml) Eppendorf Hamburg
ReaktionsgefaBe (0,2 ml) VWR Darmstadt
Roti-Histokitt Roth Nirnberg
Sterilfilter PALL Life Science Dreireich
Zellkulturflaschen Greiner bio-one Frickenhausen
96 Well-Platten Roth Karlsruhe

6.9 Software

Software Hersteller Ort

AndorlQ Andor Belfast, GB
EndNote Thomas Reuters New York, USA
ImagedJ National Institute of Health

MicroplateManager
Microsoft Exel
OriginLab

Pages

Photoshop

Wasabi

BioRad

Microsoft Corporation
OriginLab Corporation

Apple
Adobe Systems
Hamamatsu

Munchen
Munchen
Northampton
Hollyhill, IE
Munchen
Herrschig
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