Betrachtung des Zellmetabolismus mit
Fokus auf Hexokinase 2 und IGFBP-2 im
Tumorresistenzgeschehen

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. Nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

vorgelegt von:
Michael Sebastian Schmidt

aus

Bad Honnef

Bonn, 2025






Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn

Gutachter/Betreuer: Prof. Dr. Gerd Bendas

Gutachterin: PD Dr. Anke Schiedel

Tag der Promotion: 06.02.2025

Erscheinungsjahr: 2025






All mistakes are important.
Learning from that experience makes you who you are.
So go make mistakes, go live your life.

Clayton Knight






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1. EINLEITUNG

2. THEORIE

2.1 Glucosestoffwechsel

2.2 Enzyme des Glucosestoffwechsels
2.3 Glykolyseinhibitoren

24 IGF-System

2.5 Zytostatika und Resistenzmechanismen

3. ZIEL DER ARBEIT

4. MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.2 Zelllinien

4.3 Zellkultur

4.4 Glucosemessung

4.5 MTT-Assay

46  QgPCR

4.7 Proteinanalytik mittels Gelelektrophorese und Western Blot
4.8 Proteinanalytik mittels ELISA
4.9 Durchflusszytometrie

410 Migrationsassay

411  Knockdown mittels sSiRNA

412  Statistik

5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 IGFBP-2-Expression in Mammakarzinomzellen

11
19
22

26

33

34

34
48
50
53
54
58
63
67
69
71
73

76

77

77



Inhaltsverzeichnis

5.2 Einfluss von Glucose und IGFBP-2 auf das Migrationsverhalten 79
53 Einfluss von Glucose und rekombinantem IGFBP-2 auf das Resistenzverhalten 82
5.4 Einfluss eines IGFBP-2-Knockdowns auf die Zytostatikaempfindlichkeit 83
55 Zwischenfazit IGFBP-2 in Mammakarzinomzellen 86
5.6 Glucoseabhangigkeit von Tumorzellen 87
5.7 Einfluss von Glucosestoffwechselinhibitoren 90
5.8 Expression von Enzymen des Glucosestoffwechsels 98
5.9 Intrazelluléres Doxorubicin in Abhangigkeit von 3-BrPA 103
510 Knockdown der Hexokinase 2 105

5.11  Zwischenfazit Glucosestoffwechsel und Zytostatikaresistenz in Ovarialkarzinomzellen 108

6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 111
7. LITERATUR 114
8. ANHANG 140
8.1 Tabellenverzeichnis 140
8.2 Formelverzeichnis 141
8.3 Abbildungsverzeichnis 142

8.4 Danksagung 145



AbkUrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Bezeichnung
°C Grad Celsius
2-DG 2-Deoxyglucose
3-BrPA 3-Bromopyruvat
A Ampere
AB antibody
ABC ATP binding cassette
ANOVA analysis of variance
ATP Adenosintriphosphat
BCA Bicinchoninséure
BCRP breast cancer resistance protein
BSA bovines Serumalbumin
cDNA complementary deoxyribonucleic acid
CEB cell extraction buffer
Cr cycle threshold
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonucleic acid
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
ECso mittlere effektive Konzentration
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
FADH; Dihydro-Flavin-Adenin-Dinukleotid
FKS Fetales Kélberserum
FSC forward scatter
g Gramm
g Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GLUT Glucosetransporter
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor
h Stunden
HBD Heparinbindungsdomane




Abklrzungsverzeichnis

HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor 1
HRP horseradish peroxidase
HSP27 Hitzeschockprotein 27
HXK2 Hexokinase 2
IGF Insulin-like growth factor
IGFBP-2 Insulin-like growth factor-binding protein 2
K/D Knockdown
LDH-A Laktatdehydrogenase A
M Molar [mol/l]
MAPK mitogen-activated protein kinase
MCT1 Monocarboxylat-Transporter 1
MDR1 multidrug-resistance-protein 1
min Minute
MRNA messenger ribonucleic acid
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazoliumbromid
NADH nicotinamide adenine dinucleotide
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
PFK1 Phosphofructokinase 1
PFKFB Phosphofructokinase 2
P-gp permeability glycoprotein
PIC protease-inhibitor-cocktail
PKM Pyruvatkinase, muskular
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PTEN phosphatase and tensin homolog
PVDF Polyvinylidenfluorid
gPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion
RISC RNA-induced silencing complex
RNase Ribonukleasen
ROS reactive oxygen species
RPL13 60S ribosomal protein L13
rpm revolutions per minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Reverse Transkriptase
sC scrambled control




Abklrzungsverzeichnis

SDS Natriumdodecylsulfat
siRNA small interfering ribonucleic acid
SSC side scatter
TBS tris-buffered saline
TMB Tetramethylbenzidin
TNBC triple-negative breast cancer
\% Volt
VDAC voltage-dependent anion channel
VEGF vascular endothelial growth factor













Einleitung

1. Einleitung

Im Jahr 2022 stellten maligne Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in den Vereinigten
Staaten dar. Diese forderten dort ein Vielfaches mehr an Todesopfern als die globale Pandemie
COVID-19 (1). Die Wahrscheinlichkeit einmal im Leben an Krebs zu erkranken liegt bei ungefahr
40 %, sodass sich ein grof3er Teil der Bevélkerung im Laufe des Lebens mit einer antitumoralen
Therapie auseinandersetzen muss (2). Diabeteserkrankungen zéhlten 2022 in den USA ebenfalls zu
den zehn hé&ufigsten Todesursachen (1). Diabetes- und Krebserkrankungen teilen sich viele
Risikofaktoren, wie Ubergewicht, tbermaBiger Alkoholkonsum, ungesunde Erndhrung und
Rauchen (3). Weiterhin ist das Leitsymptom einer diabetischen Erkrankung, das Vorliegen einer
Hyperglykdmie, ein direkter Risikofaktor fur diverse Krebsarten, wodurch diese beiden
Erkrankungen oft gemeinsam auftreten (3-6). Das Vorliegen einer Hyperglykémie steigert sowohl
die Pravalenz maligner Tumore als auch die Mortalitatsrate von Tumorpatienten. Dabei nimmt der
hyperglykédmische Zustand einen vielfaltigen Einfluss auf das zellulare Geschehen und kann die

Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen begiinstigen (7).

Obwohl es in den letzten Jahren beeindruckende Entwicklungen in der zielgerichteten Therapie von
Krebserkrankungen gab (8), ist eine klassische, zytotoxische Therapie nach wie vor unverzichtbar.
Diese Behandlung ist allerdings fast immer mit mehreren, teils starken, unerwinschten
Arzneimittelwirkungen verbunden, die h&ufig schwere Langzeitschdden verursachen und somit
eine grolRe Belastung fiir die Patienten darstellen (9, 10). Ein weiteres Problem ist das Auftreten
von komplexen, multifaktoriellen Resistenzen gegeniiber klassischen Zytostatika. Die
Resistenzentwicklung ist in der Regel nicht nur gegen den zur Behandlung eingesetzten Wirkstoff
gerichtet, sondern gegen eine ganze Klasse zytotoxischer Substanzen. Dies kann oft zu einem
Misserfolg der Therapie fiihren (11-14). Aus diesem Grund liegt nach wie vor groRes
wissenschaftliches Interesse darin neue Therapieansatze zu finden, vor allem fiir Krebsarten mit
hoher Inzidenz und/oder hoher Mortalitét, die nicht mit einer zielgerichteten Therapie adressiert
werden konnen. Dabei wird stets nach neuen Ansatzpunkten gesucht, um mittels der
Antitumorbehandlung hauptséachlich maligne Zellen anzugreifen und gesundes Gewebe mdglichst
unbeschédigt zu lassen. Das Ziel ist es, die Anzahl und Schwere unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen so gering wie moglich zu halten. Dazu ist es sinnvoll, bei der Behandlung

maoglichst dort anzusetzen, wo sich eine Tumorzelle von einer gesunden Zelle unterscheidet.

Diese klassischen Unterschiede, die sich bei der Entwicklung einer malignen Erkrankung ergeben,
werden als hallmarks of cancer betitelt. Diese umfassen acht Eigenschaften, durch die sich
Tumorzellen von gesundem Gewebe unterscheiden. Neben den klassisch bekannten Eigenschaften,
wie beispielsweise der Evasion der Apoptose oder der ungehemmten Vermehrung, ist auch ein

veranderter Energiestoffwechsel der Tumorzellen ein solches Charakteristikum (15). Es wird schon
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langer versucht diese Veranderungen als Therapieansatz zu nutzen, um die Behandlung von
Krebserkrankungen zu verbessern. Einzelne Substanzen, die hemmend auf den
Energiestoffwechsel eingreifen, wurden bereits in klinischen Studien untersucht (16, 17). Gerade
in den letzten Jahren beschéaftigen sich auch vermehrt Forschungsarbeiten mit dem Thema,
inwiefern sich der Glucosestoffwechsel durch die Entwicklung einer Zytostatikaresistenz noch

weiter verandert und was dessen Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Resistenz ist (18-21).

Diese Arbeit soll dazu beitragen die Korrelation zwischen dem Energiestoffwechsel und einer
Zytostatikaresistenz besser zu verstehen. Daflr wird in einem Spektrum von unterschiedlichen
Zelllinien mit verschiedenen Resistenzmechanismen untersucht, inwiefern sich die Entwicklung
einer Resistenz in einem verénderten Stoffwechsel niederschlagt. Dabei liegt der Fokus zum einen
auf dem Wachstumsfaktor-Bindeprotein IGFBP-2 und dessen eigenen, vom IGF unabhangigen
Effekten. Weiterhin wird der Einfluss einer Resistenzentwicklung auf die Expression der
wichtigsten, regulatorischen Glykolyseenzyme untersucht. Abschlieend soll die Eignung eines
Eingriffs in den Stoffwechsel zur Uberwindung einer Chemoresistenz getestet werden.
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2. Theorie

2.1 Glucosestoffwechsel

2.1.1 Uberblick Glucosestoffwechsel

Der Glucosestoffwechsel dient hauptsachlich der Bereitstellung von Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP). ATP, die wichtigste Energiewdhrung der Zelle, wird fast
ausschlie3lich durch die Verstoffwechslung von Glucose gewonnen und die ATP-Gewinnung aus
dem Fett- und Proteinstoffwechsel spielt nur eine untergeordnete Rolle. Das aus dem
Glucosestoffwechsel gewonnene ATP ist ein wichtiger Treibstoff fiir viele Stoffwechselwege im
Korper. Neben der Energiebereitstellung fiir zum Beispiel den Transport von Substraten mittels
Transportern Uber Membranen, ist es auch bei der Synthese von Proteinen und der
Muskelkontraktion beteiligt (22, 23).

Die Verstoffwechslung von Glucose wird, wie in Abbildung 1 dargestellt, in mehrere Schritte
unterteilt. Zundchst wird sie durch die Glykolyse zu Pyruvat abgebaut. Dabei wird nur
vergleichsweise wenig ATP generiert. Das aus der Glykolyse resultierende Pyruvat kann
hauptséchlich auf zwei verschiedenen Wegen weiter verstoffwechselt werden. Ein wichtiger Faktor
dafur, welcher Weg abl&uft, ist die Verfligbarkeit von Sauerstoff. Ist Sauerstoff in ausreichendem
MaRe vorhanden, wird in der Regel das entstandene Pyruvat zu groRen Teilen im Citratzyklus
weiterverarbeitet. Die dabei entstehenden Reduktionsédquivalente NADH und FADH; werden an
der inneren Mitochondrienmembran dazu verwendet, mittels der Atmungskette, einen
Protonengradient aufzubauen. Dazu werden Protonen aus der Mitochondrienmatrix
herausgepumpt. Dieser elektrochemische Gradient wird anschlieBend bei der oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS) von der ATP-Synthase dazu genutzt aus den beiden Substraten ADP
und Phosphat ein ATP-Molekil zu synthetisieren. Fiir diesen Schritt wird Sauerstoff als finaler
Elektronenakzeptor bendtigt. Diese chemiosmotische Kopplung ist beim aeroben
Glucosestoffwechsel fur ca. 90 % der insgesamt generierten ATP-Menge verantwortlich. In der
Bilanz werden durch die Glykolyse selbst nur 2 ATP aus einem Glucosemolekiil gewonnen,

wéhrend durch die komplette aerobe Verwertung 30-32 ATP-Molekiile generiert werden (22, 23).

Der Nettoenergiegewinn durch die Glykolyse ist also im Vergleich zu der ATP-Produktion durch
die OXPHOS gering. Bei der OXPHOS wird die Energie der Reduktionséquivalente, die zuvor in
der Glykolyse und im Citratzyklus generiert wurden, auf ATP (bertragen und dabei werden die
Reduktionsaquivalente wieder oxidiert. Die oxidierten Formen werden benétigt, um den gesamten
Zyklus am Laufen zu halten. Damit die Glykolyse selbst ablaufen kann, wird NAD* bendtigt, das
bei der aeroben Zellatmung erst am Ende durch die OXPHOS wieder regeneriert wird. Im
Gegensatz zu der aeroben Zellatmung, kann die Milchsduregdrung ohne Sauerstoff das bei der

Glykolyse entstehende Reduktionsaquivalent wieder oxidieren. Dabei findet bei dem auch als
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anaerobe Zellatmung bezeichnetem Stoffwechselweg eine Reduktion von Pyruvat zu Lactat statt,
wobei NADH wieder zu NAD™ oxidiert wird. Auf diesem Weg ist eine sauerstoffunabhéngige,
deutlich schnellere Bereitstellung von NAD* maglich als tiber die OXPHOS. Somit kann schneller
die Glykolyse mit dem wieder bereitgestellten NAD™ weiter betrieben werden (22, 23).

@ Aerobe Zellatmung @= Anaerobe Zellatmung
Glucose + 0, = CO; + H,0 + 30 ATP oder mehr Glucose Glucose - Lactat + 2 ATP

—=—H

2 NADH 4—;' Glykolyse T 2 AD

l l 2 NADH T
2 Pyruvat __,{’ Milchsauregérung }—> Lactat

Acetyl-CoA

3 NADH _ Citrat < .
FADH, \Zyklus @

~

}

0, —! [ OXPHOS

RegeneI—:;?ion von
FAD & NAD*

—_—

Abbildung 1: Gegenuberstellung der aeroben und der anaeroben Zellatmung. Erstellt mit BioRender.com.

2.1.2 Glykolyse

Die Glykolyse selbst ist ein anaerober Vorgang, bei dem ein Glucosemolekil in zwei
Pyruvatmolekiile umgewandelt wird. Der Stoffwechselweg findet unter Beteiligung von
10 Enzymen statt und ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Die energetische Nettoausbeute
der Glykolyse ist, wie bereits erwéhnt, relativ gering und betragt nur zwei Molekiile ATP und zwei
Reduktionsaquivalente NADH. Die Glykolyse startet, nachdem die Glucose, mittels
Glucosetransportern (GLUT), in die Zelle gelangt ist. Es gibt vierzehn verschiedene Subtypen
dieser Transporter, von denen GLUT1 und GLUT3 fiir die insulinunabhangige, hauptséchliche

Glucoseaufnahme zustandig sind (24, 25).

Der erste Schritt der Glykolyse wird durch die Hexokinase (HXK) katalysiert. Bei dieser Reaktion
handelt es sich um eine irreversible Phosphorylierung der Glucose an Position 6. Die dadurch

erhaltene negative Ladung hindert das Glucose-6-phosphatmolekil am Verlassen der Zelle. Nach
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einer Isomerisierung des Glucose-6-phosphats durch die Phosphoglucoseisomerase zu
Fructose-6-phosphat findet eine weitere Phosphorylierung mittels der Phosphofructokinase (PFK1)
statt. Sowohl die Hexokinase als auch die Phosphofructokinase bendétigen fiir die Phosphorylierung
ATP, sodass im ersten Teil der Glykolyse zunachst Energie verbraucht wird. Das nun zwei Mal
phosphorylierte Fructose-1,6-bisphosphat wird durch die Aldolase in Dihydroxyacetonphosphat
und Glycerinaldehyd-3-phosphat gespalten. Diese beiden Molekiile kdnnen durch die
Triosephosphatisomerase in die jeweilig andere Form Uberfiihrt werden. Nachdem die
Umwandlung des Dihydroxyacetonphosphats zu Glycerinaldehyd-3-phosphat stattgefunden hat,
beginnt nun der Teil der Glykolyse, in dem Energie gewonnen wird. Glycerindaldehyd-3-phosphat
wird durch die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oxidiert und
ATP-unabhéangig phosphoryliert. Bei diesem Vorgang wird ein NAD* zu NADH reduziert. Da zwei
Glycerinaldehyd-3-phosphat aus einem Glucosemolekil entstanden sind, werden auch zwei NAD*
von der GAPDH umgesetzt, was die Entstehung von zwei Reduktionsaquivalenten NADH nach
sich zieht. Beim ndchsten Schritt wird Energie in Form von ATP frei, indem eine Phosphatgruppe
von 1,3-Bisphosphoglycerat auf ADP tbertragen wird. Auch dieser Prozess, wie die weiteren auch,
findet zwei Mal statt, sodass zwei ATP-Molekdile entstehen, wodurch der ATP-Verbrauch aus der
ersten Hélfte der Glykolyse ausgeglichen ist. Das noch an dem 3-Phosphoglycerat gebundene
Phosphat wird durch eine Mutase an Position 2 verschoben. AnschlieRend findet durch eine Enolase
eine Wasserabspaltung statt und Phosphoenolpyruvat entsteht. Dieses wird abschlieBend von der
Pyruvatkinase dephosphoryliert und der Phosphatrest auf ADP (bertragen. Somit entstehen
insgesamt wieder zwei ATP und zwei Pyruvatmolekile (22, 23).

Energieinvestition: - 2 ATP

Hexokil Phosphoglucose- Phosphofructo- Fructosebisphosphat-
lexoKinase isomerase kinase aldolase

Glucose == Glucose-6-phosphat — Fructose-6-phosphat = _Fructose-1,6-bisphosphat Y Dihydroxyacetonphosphat

Triosephosphat-
ATP ADP ATP ADP P

Glycerinaldehyd-3-phosphat

Energiegewinnung: NAD-

* Glycerinaldehyd-
2% + 2 ATP NADH 3-phosphat
2* + 2 NADH dehydrogenase
ATP ADP ATP ADP

Pyruvat <=—=— Phosphoenolpyruvat «——— 2-Phosphoglycerat <——— 3-Phosphoglycerat +—1,3-Bisphosphoglycerat

Pyruvatkinase Phosphoglycerat- Phosphoglycerat-
mutase kinase

Abbildung 2: Ubersicht tiber die Glykolyse. Die regulatorischen Schritte sind fett markiert. Da aus einem
Glucosemolekul zwei Glycerinaldehyd-3-phosphat werden, laufen die Reaktionen in der unteren Halfte zwei
Mal ab. Nach Clark et al. (22)

Die Aufgabe der Glykolyse ist es fir einen maglichst gleichméRigen ATP-Spiegel innerhalb der
Zelle zu sorgen. Daher ist diese stark reguliert. Kurzfristige Anderungen in der Menge des

synthetisierten ATP und des fiir den Citratzyklus bereitgestellten Pyruvats sind durch Beeinflussung
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der wichtigsten regulatorischen Enzyme moglich. Die geschwindigkeitsbestimmenden,
regulatorischen Enzyme sind die Hexokinase, die Phosphofructokinase 1 und die Pyruvatkinase,
deren Bedeutung und Regulation in Kapitel 2.2 ,Enzyme des Glucosestoffwechsels* eruiert
werden. Diese Enzyme werden unter anderem durch das vorhandene Energielevel in Form von ATP
oder NADH gesteuert. Langfristigere Regulationen der Glykolyse sind durch Hormone wie
Adrenalin, Insulin und Glucagon mdglich, welche auch die Expressionsmenge der

Glykolyseenzyme veréndern kénnen (23).

2.1.3 Proliferationsféordernde Nebenstoffwechselwege der Glykolyse

Diverse Zwischenprodukte der Glykolyse dienen als Ausgangspunkte fir andere
Stoffwechselwege. Eine Ubersicht ist in Abbildung 3 gezeigt. So konnen sowohl einige
Aminosduren als auch Lipide und Nukleotide aus Zwischenprodukten der Glykolyse hervorgehen
(22, 23, 26). Glucose-6-phosphat, welches beim ersten Schritt der Glykolyse entsteht, kann sowohl
zur Speicherform der Glucose, also zu Glykogen, als auch im Pentosephosphatweg
weiterverarbeitet werden (27). Dem Pentosephosphatweg fallen mehrere Aufgaben zu. Bei dem
Endprodukt handelt es sich um Ribose-5-phosphat, welches als Grundbaustein von Nukleosiden
verwendet wird und somit fir die DNA- und RNA-Synthese wichtig ist. Weiterhin dient es als
Prékursor fur verschiedene Coenzyme wie ATP, NADH und FADH,. Als ,,Nebenprodukt* des
Pentosephosphatwegs wird NADPH aus NADP™ generiert. Dieses kann sowohl die Funktion von
Glutathion wieder herstellen und somit den Schutz der Zelle vor oxidativem Stress unterstutzen als
auch an der Fettsduresynthese teilnehmen (23, 28). Das Intermediat der Glykolyse
Fructose-6-phosphat kann zur Hexosamin-Biosynthese weiterverwendet werden. Die dabei
entstehenden Produkte spielen eine Rolle bei der co- und posttranslationalen Modifizierung von
Proteinen und haben somit einen Einfluss auf deren Expression und Aktivitat (29).
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) kann zu Glycerolphosphat umgewandelt werden, welches als
Ruckgrat fiir die Triglyceridsynthese dient (23). Weiterhin kénnen noch die Aminoséduren Serin,
Glycin, Cystein und Alanin aus Zwischenstufen des glykolytischen Abbaus entstehen, welche dann
in der Proteinsynthese weiterverwendet werden kénnen (17, 30). Das durch Milchsauregarung
anfallende Lactat kann ebenfalls noch konstruktiv weiterverwendet werden. Nach der
Ausschleusung aus einer Zelle, in der viel Lactat anféllt, kann es in mit viel Sauerstoff versorgten
Zellen aufgenommen und dort als Energietrager zur ATP-Synthese verwendet werden, sodass diese
Zellen einen geringeren Glucoseverbrauch aufweisen (31). Zusammenfassend zeigt sich, dass die
Glykolyse selbst zwar nicht viel Energie generiert, aber mit ihren Zwischenprodukten Bausteine

fiir die Zellproliferation bereitstellt.
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Abbildung 3: Verknlpfung von Zwischenprodukten der Glykolyse mit anderen Stoffwechselwegen (nicht
stochiometrisch). Mittels NAD*-Regenerierung durch die Lactatsynthese ist ein fortlaufender Kreislauf bei

NAD*

M, Lactat

Alanin< Pyruvat

MCT

zustromender Glucose moglich. Erstellt mit BioRender.com basierend auf (17, 30).

2.1.4 Glucose im Tumorgeschehen

Wenn es um die Beschreibung einer Tumorzelle geht, werden oft charakteristische Merkmale
genannt, welche als hallmarks of cancer bezeichnet werden (Abbildung 4). Die urspringlichen
hallmarks of cancer sind sechs Eigenschaften, in denen sich Tumorzellen von gesunden Zellen
unterscheiden und welche bei den meisten Tumorerkrankungen anzutreffen sind. Diese
Eigenschaften sind: Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren, Unempfindlichkeit gegeniiber
wachstumshemmenden Signalen, Eindringen und Metastasieren in gesundes Gewebe, ungehemmte
Vermehrung, erhéhte Angiogenese zur Versorgung mit Nahrstoffen und Apoptose-Evasion (32).

Als neue, zusétzliche hallmarks of cancer wird neben der Immunevasion von Krebszellen auch ein

verénderter Energiehaushalt bezeichnet (15).
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Abbildung 4: Urspriingliche und neue hallmarks of cancer (15, 32). Erstellt mit BioRender.com

Es wird diskutiert, dass die Glykolyse in malignem Gewebe bis zu 10-mal schneller als in
vergleichbarem gesundem Gewebe ablaufen kann, und somit bis zu 60 % des von einer Tumorzelle
produzierten ATP durch die Glykolyse erzeugt werden. Diese Umstellung auf die Glykolyse als
Hauptenergieerzeuger wird als Warburg-Effekt bezeichnet (23, 33-35). Der Warburg-Effekt
beschreibt die Eigenschaft von Tumorzellen, trotz der Anwesenheit von ausreichend Sauerstoff, der
fir die OXPHOS benétigt wird, hauptsachlich die Glykolyse als Energieerzeuger zu nutzen.
AuBRerdem werden die in der Glykolyse verwendeten Reduktionsaquivalente anaerobisch durch die

Milchsduregéarung wiederhergestellt (36, 37).

In malignen Erkrankungen ist oft die Expression von mehreren Enzymen des Glucosemetabolismus
erhdht. Zum einen ist die zellulare Aufnahme von Glucose, durch die Hochregulierung der
Expression ihrer Transporter, deutlich gesteigert (38, 39). Weiterhin sind die regulatorischen und
somit geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der Glykolyse, die Hexokinase, die
Phosphofructokinase und die Pyruvatkinase zumeist in fortgeschrittenen Krebserkrankungen
signifikant berexprimiert (40). Der Einfluss der jeweiligen Enzyme auf eine Tumorerkrankung
wird in den jeweiligen Kapiteln 2.2.1.2 (HXK?2), 2.2.2.2 (PFK-1) und 2.2.3.2 (PKM) erldutert.

Beziiglich des allgemeinen Einflusses eines verstarkten Glucosestoffwechsels auf eine
Tumorerkrankung ist zundchst auf die in Kapitel 2.1.3 betrachteten Zwischenprodukte der
Glykolyse zu verweisen. Dadurch, dass diese metabolischen Bausteine durch eine gesteigerte
Glykolyse in einem hoheren MaRe zur Verfugung gestellt werden, kdnnen diverse andere anabole
Stoffwechselwege verstérkt aktiviert werden. Dies ist gerade fir Tumorzellen besonders relevant,
da diese sich durch eine erhéhte proliferative Aktivitat auszeichnen und somit einen hohen Bedarf
an Nukleosiden und Proteinen haben (20, 26). Beispielsweise stellt der Pentosephosphatweg einen

Baustein von Nukleosiden zur Verfugung, welcher fur die Aufrechterhaltung der erhthten
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Zellteilungsrate von Tumorzellen unabdinglich ist (23, 26). Ebenfalls fallen bei dem verstarkten
Stoffwechsel und der erhéhten Teilungsaktivitdt von Tumorzellen viele reactive oxygen species
(ROS) an, welche ihnen potenziell schaden kénnen. Dem wird ebenfalls mit der Erh6hung der
Aktivitat des Pentosephosphatwegs entgegengetreten, da das dabei entstehende NADPH die ROS
abfangen kann (28). Serin, welches aus dem Glykolyseintermediat 3-Phosphoglycerat gewonnen
werden kann, hat einen Einfluss auf die ATP-Synthese und kann somit die Tumorzelle mit weiterer
Energie unterstltzen und zusétzlich an der Nukleotidsynthese teilnehmen (41-43). Allerdings kann
auch das durch die verstarkt aktivierte Milchsauregarung gebildete Lactat produktiv von den
Tumorzellen weiterverwendet werden. Innerhalb eines Tumorgewebes herrscht zumeist eine
schwankende Sauerstoffversorgung. Wenn in den Zellen, welche nicht ausreichend Sauerstoff zur
Verfligung haben, besonders viel Lactat entsteht, dann kann dieses von Tumorzellen mit einer

besseren Sauerstoffversorgung zur Energiegewinnung in Form von ATP verwendet werden (31).

Die Einflussnahme auf den Glucosestoffwechsel erfolgt unter anderem durch den
PI3K/AKT-Signalweg, der die Glykolyse stimuliert, indem es fiir eine verstirkte Aktivitat der
Glykolyseenzyme und eine hohere Glucoseaufnahme sorgt (44, 45). Bei dem
PI3K/AKT-Signalweg handelt es sich um einen in den meisten Tumoren (iberaktivierten
Signalweg, welcher betrachtlich in die Proliferation, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen
involviert ist (46). Weiterhin liegt in soliden Tumoren zumeist eine hypoxische Situation vor, die
ein erhohtes Level von HIF-la beginstigt (47). HIF-loo ist eine Untereinheit des
Transkriptionsfaktor HIF-1, welcher einen Einfluss auf die mRNA-Synthese von mehreren
Glykolyseenzymen und Glucosetransportern ausubt und somit einen erhéhten Glucosestoffwechsel
beglnstigt (48, 49).

Der Zusammenhang zwischen Stoffwechsel- und Tumorerkrankungen wird durch die Tatsache
verdeutlicht, dass Diabetiker eine hoéhere Wahrscheinlichkeit haben an manchen Krebsarten zu
erkranken (50-54). Weiterhin ist bekannt, dass sich ein hyperglykdmischer Zustand negativ auf die
Prognose der meisten Krebserkrankungen auswirkt und auch mit einer erhdhten Mortalitétsrate
einhergehen kann (3-5, 54). Ein erhohter Glucosespiegel kann vielfaltige Effekte in einer malignen
Erkrankung auslésen. Zum einen wird dadurch die Proliferation von Tumorzellen angeregt (55).
Mechanistisch &ulert sich das auf vielféltige Weise (5). Zum Beispiel hat ein hoher Glucosespiegel
einen Einfluss auf den Zellzyklus und kann diesen verstarkt aktivieren (56). In einem anderen
Szenario wurde der Einfluss von einem hyperglykdmischen Glucosespiegel auf die
Angiotensinexpression untersucht. Ein hoher Angiotensinogenspiegel korreliert mit einer
verminderten Proliferation, Viabilitdt und Migration von Tumorzellen. Allerdings hemmt ein hoher
Glucosespiegel die Angiotensinogenexpression, was die Malignitat von Tumorzellen erhéht (57).
AuRerdem wird die Aktivitat von GTPasen verstarkt, welche den epidermal growth factor receptor

(EGFR) modulieren und somit eine héhere Proliferation ermdglichen (58, 59). Auch ein Einfluss
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auf das Immunsystem wird diskutiert (60). Genauso kann ein hoher Glucosespiegel die Aktivitat
der proapoptotischen Proteine p53 (61, 62) und Cytochrom c reduzieren (63).

Zusammenfassend zeigt sich, dass in einer malignen Erkrankung Deregulierungen des
Glucosestoffwechsels vorkommen, die mit negativen Folgen flir den Patienten einhergehen.
Aulerdem wird ersichtlich, dass sich ein hyperglykédmischer Zustand negativ auf die Prognose der

meisten Krebserkrankungen auswirkt.
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2.2 Enzyme des Glucosestoffwechsels

2.2.1 Hexokinase

2.2.1.1 Funktion der Hexokinase

Die Hexokinase katalysiert den ersten irreversiblen Schritt der Glucose-Verarbeitung, nach deren
Aufnahme in die Zelle. Bei der Reaktion wird magnesiumabhéngig ein Phosphatrest von einem
ATP-Molekul auf ein Glucosemolekill tbertragen. Das, durch die Phosphorylierung negativ
geladene, Glucose-6-phosphatmolekiil kann nicht mehr aus der Zelle heraus diffundieren und dient
als Ausgangspunkt verschiedener Stoffwechselwege. Aufer fiir die bereits beschriebene Glykolyse
dient Glucose-6-phopshat auch als Startpunkt fiir die Glykogensynthese und fir den
Pentosephosphatweg (64). Somit hat die Funktion der Hexokinase einen Einfluss auf mehrere

Stoffwechselwege.

Es wird zwischen vier verschiedenen Subtypen der Hexokinase unterschieden, von denen die
Subtypen 1-3 hauptséchlich aktiv sind, allerdings durch Produktakkumulation wvon
Glucose-6-phosphat in ihrer Aktivitat gehemmt werden (22, 23, 27). Die Isoform HXK1 ist
grundsatzlich in allen Geweben exprimiert und kann als housekeeping Enzym angesehen werden.
Im Gegensatz dazu variiert die Expression der HXK2 starker, je nach Gewebetyp (65). Die HXK3
ist auf einem geringen Level ubiquitér exprimiert, wahrend die HXK4, welche auch als Glucokinase
bezeichnet wird, nur in wenigen Geweben vorkommt. Diese weist weiterhin nur eine geringe
Affinitat gegentiber Glucose auf und Ubt eher regulatorische Effekte aus (66, 67). Im Gegensatz zu
den anderen Subtypen hat die HXK2 zwei katalytische Doménen, mit denen Glucose phosphoryliert
werden kann (66, 68, 69).

Den Hexokinasen werden, neben ihrer Teilnahme an der Glykolyse, weitere unterschiedliche
Effekte zugeschrieben. So haben sie einen Einfluss auf die Immunantwort, die Reparatur von
DNA-Schaden, den Redoxstatus und auf die Autophagie (66). Die Austibung dieser Effekte ist unter
anderem von der Lokalisation der Hexokinase innerhalb der Zelle abhéngig. Die Hexokinase 2 kann
zum Beispiel sowohl frei im Zytosol als auch an der mitochondrialen Membran gebunden vorliegen

(70). Dort ist sie zumeist mit dem voltage-dependent anion channel (VDAC) assoziiert (64).

0
_ |l
CH,OH 0—P—0—CH:
|
o} . 0 0
OH H;Xokmase ., OH
OH OH \ OH OH
OH ATP OH
Glucose Glucose-6-phosphat

Abbildung 5: Die Hexokinase katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrests von ATP auf Glucose.
Erstellt mit BioRender.com
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2.2.1.2 Hexokinase 2 im Tumorkontext

Die Hexokinase 2 ist in diversen Tumorarten deutlich Uberexprimiert, wéhrend sie in
vergleichbarem gesundem Gewebe kaum eine Rolle spielt. Neben der allgemeinen Uberexpression
findet teilweise ein Switch in der Expression von weniger aktiven Hexokinase-Subtypen, wie der
Hexokinase 4, zu der weitaus aktiveren Hexokinase 2 statt. Dadurch, dass die HXK2 hauptsachlich
in malignem Gewebe exprimiert wird und wenig in gesundem Gewebe, erscheint deren
Targetierung als ein potenziell attraktiver Therapieansatz in der Onkologie (64, 71). Weiterhin kann
die erhdhte Expression der HXK2 als ein prognostischer Marker fur eine schwer verlaufende
Tumorerkrankung dienen (72). Die erhohte Hexokinaseaktivitét erleichtert aulerdem die klinische
Diagnose und Lokalisation einer Tumorerkrankung. Dazu wird ein radioaktiv modifiziertes
Glucosederivat einem Patienten verabreicht, welches sich aufgrund der Phosphorylierung durch die
Hexokinase in Tumorzellen anreichert. Auf diese Weise kénnen dann die stoffwechselmutierten

Tumorzellen mittels Positronen-Emissions-Tomographie lokalisiert werden (33, 65).

Die an die Mitochondrien gebundene HXK?2 ist einer der Hauptakteure, die den Warburg-Effekt
ermdglichen. Dabei sorgt das Zusammenspiel der HXK2 mit verschiedenen weiteren Proteinen flr
eine erhdhte Glucose-6-phosphat Bereitstellung in  der Tumorzelle (64). Durch eine
Hochregulierung der Glucosetransporter und somit einer erhdhten Glucoseaufnahme steht mehr
Substrat zur Verfugung (38). Durch das Assoziieren der HXK2 an spannungsabhéngige
Anionenkandle (VDAC) auf den Mitochondrien wird die HXK2 nicht mehr durch das von ihr
synthetisierte Glucose-6-phosphat gehemmt (33). Das durch die ATP-Synthase hergestellte ATP in
den Mitochondrien wird durch die ATP/ADP-Translokase direkt zur HXK2 transportiert und
versorgt es somit mit dem zweiten Substrat (64). Neben der erhdhten Glucosemetabolismusaktivitat
beeinflusst die HXK2 diverse weitere zytoprotektive Stoffwechselwege in malignen Zellen (70).
Zum Beispiel wird durch die Bindung von HXK2 an VDAC die Apoptoseaktivitat verringert (68,
73, 74). Auch eine Korrelation zwischen der Expression von der Hexokinase 2 und der
Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen wurde nachgewiesen (75). Sie kann ebenso Proteine
phosphorylieren, wodurch nachgeschaltet NF-kB abhingig PD-L1 auf den Tumorzellen exprimiert

und somit die Immunevasion von Tumorzellen begtinstigt wird (76).

Die essenzielle Rolle der Isoform 2 der Hexokinase konnte mittels microRNA Untersuchungen
bestétigt werden. Fang et al. haben dabei eine inverse Korrelation zwischen der microRNA-143
und der Hexokinase 2 Enzymexpression festgestellt. Bei einer hohen Expression der
microRNA-143 kam es durch die reduzierte HXK2-Expression zu einem verringerten
Glucoseverbrauch, da weniger Glucose-6-phosphat synthetisiert wurde. Dies resultierte in einer
verringerten Proliferation von Tumorzellen (77). In Prostatakarzinomzellen zeigten Wang et al.,
dass eine unterdriickte p53-Aktivitat, wie sie oft in Tumorzellen vorliegt, mit einer reduzierten

microRNA-143 Expression einhergeht. Dadurch ergibt sich eine erhohte Menge an HXK2-mRNA
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(78). Weiterhin fuhrt eine in Tumorzellen oftmals vorherrschende verringerte PTEN-Expression zu
einer gesteigerten AKT-mTOR-Aktivitat. Diese fordert wiederum die Hexokinase 2-Translation.
Auf diese Weise wurde ein deutlicher Anstieg der Hexokinase 2 Expression festgestellt.
Zusammenfassend wird also sowohl die zur Verfligung stehende mRNA-Menge als auch die
Translationsaktivitdt in Tumorzellen gesteigert (78). Ein weiterer wichtiger Faktor, der die
Uberexpression durch eine verstarkte Transkription steuert, ist der bereits erwihnte hypoxische
Transkriptionsfaktor HIF-1a (48, 79).

Wie bereits erwéhnt, ist die Expression der Hexokinase 2 vor allem in Tumorzellen erhéht und
diese konnte somit ein attraktives Target fiir eine verbesserte Therapie von Tumorerkrankungen
darstellen. Entsprechend konnte bereits gezeigt werden, dass es durch eine Inhibition der
Hexokinase 2 zu einer verringerten ATP-Produktion kommt (80). In Mausversuchen wurde
demonstriert, dass der Knockout von HXK2 einen chemostatischen Effekt auf einen Lungentumor
hat, ohne dass dadurch verstarkt Nebenwirkungen auftraten (71). Zudem fuhrte ein Knockdown der
HXK2 in Glioblastomzellen zu einer verringerten Proliferation und einer Apoptoseinduktion (72).

Somit ergibt sich die Rolle der Hexokinase 2 als wichtiger Bestandsteil zur Aufrechterhaltung des
Tumormetabolismus und als prognostischer Marker fur den Verlauf einer Tumorerkrankung (40,
71, 79).

2.2.2 Phosphofructokinase 1

2.2.2.1 Funktion der Phosphofructokinase 1

Der dritte Schritt der Glykolyse wird von der Phosphofructokinase (PFK-1) katalysiert. Diese
ubertragt, wie in Abbildung 6 dargestellt, ein Phosphatmolekiil von ATP auf Fructose-6-phosphat,
woraus ein Molekil Fructose-1,6-bisphosphat resultiert. Es handelt sich um den zweiten
energieverbrauchenden Schritt der Glykolyse, welcher ebenfalls irreversibel ablauft. Weiterhin ist
die von der PFK-1 katalysierte Reaktion auch ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt des
Glucoseabbaus (22, 23). Die PFK-1 wird als inaktives Monomer synthetisiert und erreicht nach
Zusammenlagerung zu einem tetrameren Komplex ihre maximale Aktivitdt. Man unterscheidet
zwischen drei Isoformen der PFK-1. PFK-M liegt hauptsachlich im Muskel vor, PFK-P vor allem

im Plasma und PFK-L vorrangig in der Leber (65, 81).

Die Regulation der Aktivitat der PFK-1 kann auf vielféltige Weise geschehen. Zum einen wird die
Phosphofructokinase durch einen erhthten ATP-Spiegel in ihrer Aktivitdt gehemmt. Da es sich bei
der PFK-1 um einen regulatorischen Schritt der Glykolyse handelt, bedeutet das, dass die
Glykolyseaktivitat allgemein gebremst wird. Auf der anderen Seite wird die Aktivitat der PFK-1
durch das Vorhandensein eines hohen ADP- oder AMP-Spiegels gesteigert (22, 23). Eine weitere
wichtige Regulation der PFK-1 findet durch die allosterische Modulation mittels

Fructose-2,6-bisphosphat statt. Dieses wird durch die Phosphofructokinase-2 (PFKFB) synthetisiert
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(16, 81). Somit ist auch eine indirekte hormonelle Regulation mdglich, da Estradiol die Aktivitét
eines  Phosphofructokinase-2-Subtyps erhoht (PFKFB3), was in einem erh6hten
Fructose-2,6-bisphosphatspiegel resultiert. Dies wiederum sorgt fir eine gesteigerte PFK-1
Aktivitat (82).

0 o] 0
_ _ o
0—P—0—CH; CH,0H 0—P—0—CH, H.C —0—P—0
| o Phosphofructokinase | 0 |_
(o] HO / \ > 0 HO 0
OH OH
OH ATP OH
Fructose-6-phosphat Fructose-1,6-bisphosphat

Abbildung 6: Die Phosphofructokinase 1 katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrests von ATP auf
Fructose-6-phosphat. Erstellt mit BioRender.com

2.2.2.2 Phosphofructokinase im Tumorgeschehen

Da es sich bei der von der PFK-1 katalysierten Reaktion um einen geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Glykolyse handelt, ist es naheliegend, dass das Enzym in diversen Tumorerkrankungen
Uberexprimiert ist (40, 81, 83).

Die PFK-1 ist erforderlich, um den erh6hten Energiebedarf zu decken, was unter anderem durch
eine verstarkte HIF-1-Aktivitat vermittelt werden kann (40, 81). HIF-1 erhoht ebenfalls die
Expression von PFKFB3. Dies resultiert in einem gesteigerten Fructose-2,6-bisphosphat-Spiegel,
welcher wiederum die PFK-1 aktiviert, was fur eine erhohte glykolytische Aktivitat sorgt (84). Eine
Aktivierung von HER2, einem Wachstumsfaktorrezeptor, dessen Uberexpression oft an der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Krebserkrankungen beteiligt ist, kann ebenfalls eine
verstarkte Aktivitdt der PFKFB3 verursachen (85).

Die PFK-1 hat sich unter anderem als wichtig fur die Entstehung und den Erhalt einer
Brustkrebserkrankung gezeigt (40, 86). Entsprechend liegt es nah inhibierend in die PFK-1-
Aktivitat einzugreifen. Dabei kann zum einen mit der hormonellen Regulation interferiert werden
(82, 85). Auf der anderen Seite kann mittels Salicylsdure die funktionale Struktur der PFK-1 gestort
werden. Dies geschieht, indem die funktional aktive Tetramerstruktur durch Salicylsdure leichter
dissoziiert und in die weniger aktiven Dimere zerfallt (87). Ein &hnlicher Effekt, der in einer
reduzierten glykolytischen Aktivitat resultiert, ist durch die Behandlung mit Clotrimazol erreichbar
(88). Durch Inhibition der PFKFB3 und einem somit verringerten Fructose-2,6-bisphosphatspiegel
kann ebenfalls die Aktivitat der PFK-1 verringert werden, was die Glucoseverwertung reduzieren
und Apoptose induzieren kann (89). Ein Knockdown von PFK-1 kann die Uberlebensfahigkeit,
Proliferation und Migration von Krebszellen hemmen und unterstreicht somit ebenfalls die

Bedeutung der PFK-1 fur die Aufrechterhaltung einer Tumorerkrankung (90).
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2.2.3  Pyruvatkinase

2.2.3.1 Funktion der Pyruvatkinase

Der letzte Schritt der Glykolyse wird durch die Pyruvatkinase katalysiert, welche in
physiologischen Zustéanden fiir die Dephosphorylierung von Phosphoenolpyruvat verantwortlich ist
(Abbildung 7). Dabei wird der Phosphatrest auf ein ADP-Molekul Ubertragen, wodurch,
unabhangig von Sauerstoff, Energie in Form eines ATP-Molekils frei wird. Die durch die
Pyruvatkinase katalysierte Reaktion ist irreversibel (22, 23, 91). Es wird zwischen vier Isoformen
der Pyruvatkinase unterschieden. Die PKL wird hauptséchlich in der Leber und die PKR in
Erythrozyten exprimiert. Die Subtypen PKM1 und PKM2 sind hingegen in verschiedenen
Zelltypen und Geweben anzutreffen (92). Die PKM1 und PKM2 werden aus der gleichen
MRNA-Vorlage synthetisiert, die einem unterschiedlichen splicing-Vorgang unterliegt. Die PKM2
liegt entweder als Dimer oder als Tetramer vor, wobei letztere Form eine hohe Affinitat gegeniiber

Phosphoenolpyruvat aufweist, wahrend die dimere Form fast inaktiv ist (91, 93).

Reguliert wird die Aktivitdt der Pyruvatkinase unter anderem durch das Produkt der PFK-1.
Fructose-1,6-bisphosphat hat einen aktivitatssteigernden Einfluss auf die PKM2, wodurch zwei
regulatorische Schritte der Glykolyse miteinander gekoppelt sind, und eine hohe PFK-1-Aktivitat
eine erhdhte PKM-AKktivitat zur Folge hat. Die Regulation durch Fructose-1,6-bisphosphat erfolgt
dabei durch Einflussnahme auf die Tetramerisierung, indem die PKM-Monomere vermehrt in die

aktivere tetramere Form uberfiihrt werden (16, 94).

0
O—P—0 Pyruvatkinase _HC _
HO I_ / \ o o]
° 0

ATP

Phosphoenolpyruvat Pyruvat

Abbildung 7: Die Pyruvatkinase katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrests von Phosphoenolpyruvat
auf ADP. Erstellt mit BioRender.com

2.2.3.2  Pyruvatkinase im Tumorgeschehen

In Tumorzellen wird hauptsachlich die Pyruvatkinase M2 (PKM2) stark tberexprimiert, welche
den Warburg-Effekt antreibt (40, 95). Dabei findet oft auch eine Umstellung der Expression von
PKM1 auf PKM2 statt. Bleibt diese Umstellung aus, sodass immer noch PKM1 exprimiert wird, ist
das Expressionslevel der PKM2 trotzdem zumeist deutlich erhoht (96, 97). Der Einfluss der
Pyruvatkinase auf den Ablauf einer Tumorerkrankung hangt nicht nur mit dem gesteigerten
Glucosestoffwechsel zusammen. Die PKM2 bt weiterhin auch Effekte als Proteinkinase innerhalb
des Zellkerns aus (98, 99). Sie beeinflusst das Tumorwachstum und die Metastasierung durch

Phosphorylierung von Signalmolekilen, sowie durch Phosphorylierung von Histonen und
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Transkriptionsfaktoren (98, 100). Weiterhin liegt die PKM2, je nach aktuellem Bedarf der
Tumorzelle, entweder als Tetramer oder als Dimer vor. Als Tetramer ist die glykolytische Aktivitat
hoch. Als Dimer nimmt sie dagegen ab. Dies hat den Vorteil, dass eine groflere Menge an
glykolytischen Intermediaten innerhalb der Zelle akkumuliert, welche in anabolen
Stoffwechselvorgéngen fir die Zellproliferation verwendet werden kann (101).

Christofk et al. haben mittels splicing in Tumorzellen die Expression von der Pyruvatkinase M2
wieder auf die Pyruvatkinase M1 umgestellt und dadurch einen deutlich reduzierten
Warburg-Effekt erreicht. Dies duBerte sich in einer erhohten Sauerstoffaufnahme und einer
verringerten Lactatproduktion. Die Tumorzellen waren ebenfalls schlechter in der Lage neue
Kolonien zu bilden (102). Daraus zeigt sich die bedeutende Rolle der PKM2 fiir den erhdhten
Glucosestoffwechsel innerhalb von Tumorzellen. Auch in Gliomzellen fiihrte ein Knockdown von
PKM2 zu einer signifikant niedrigeren Proliferation und zu einem deutlich verringerten
Glucoseverbrauch (103).

2.2.4 lactatdehydrogenase und Monocarboxylat-Transporter

2.2.4.1 Funktion der Lactatdehydrogenase

Die Glykolyse endet mit der Generierung von Pyruvat, welches auf verschiedenen Wegen
weiterverarbeitet werden kann. In Zellen mit Mitochondrien und unter Verwendung von Sauerstoff
wird es in gesundem Gewebe zumeist lber den Citratzyklus und die OXPHQOS weiterverarbeitet,
wobei sehr viel Energie in Form von ATP frei wird. In Abgrenzung dazu wird Pyruvat bei der
Milchsduregéarung sauerstoffunabhéangig durch die Lactatdehydrogenase zu Lactat reduziert (siehe
auch Abbildung 1 in Kapitel 2.1.1 ,,Uberblick Glucosestoffwechsel*). Die Milchsauregéirung wird
in der Regel von Zellen durchgefiihrt, die keine Mitochondrien besitzen, oder wenn die
Atmungskette aufgrund von Sauerstoffmangel nicht ablaufen kann. Die Reaktion durch die
Lactatdehydrogenase ist vollstandig reversibel und in physiologischen Zustdnden wird Lactat,
welches beispielsweise in groBen Mengen bei anaerober Muskelarbeit anféllt, in die Leber
transportiert. Dort wird dieses wieder in Pyruvat umgewandelt, welches anschlieRend zur weiteren
Energiegewinnung verwendet werden kann. Bei der Reduktion von Pyruvat zu Lactat durch die
Lactatdehydrogenase dient NADH als Elektronendonator. NADH wird bei dieser Reaktion somit
wieder zu NAD* oxidiert. Dieses kann anschlieRend direkt wieder in der Glykolyse die Elektronen
aufnehmen, die bei der Oxidation von Glycerinaldehyd-3-phosphat durch die GAPDH frei werden.
Dadurch kann ein geschlossener Kreislauf aus Glykolyse und Milchsauregéarung gebildet werden,
bei dem als resultierende Energie allerdings nur die zwei ATP-Molekdle aus der Glykolyse frei
werden (22, 23).

Es wird zwischen flnf verschiedenen Isoenzymen der Lactatdehydrogenase unterschieden, die aus

jeweils vier Untereinheiten bestehen. Dabei wird zwischen zwei Arten von Untereinheiten
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unterschieden, dem Typ Herz (LDH-B) und dem Typ Muskel (LDH-A). Beispielsweise besteht die
LDH-1 aus vier Untereinheiten vom Typ Herz und die LDH-5 aus vier Untereinheiten des Typ
Muskels (65).

2.2.4.2 lactatdehydrogenase im Tumorkontext

Die erhohte Aktivitat der Lactatdehydrogenase ist vor allem dafiir wichtig, dass NAD* zur
Aufrechterhaltung der Glykolyse in schnell proliferierenden Zellen mdglichst rasch wieder
regeneriert wird (30, 104). In Tumorzellen ist, im Gegensatz zu normalem Gewebe, vor allem die
Lactatdehydrogenase 5 tberexprimiert, die aus vier Untereinheiten vom Typ LDH-A besteht (105—
107). Fir dieses Enzym ist ebenfalls HIF-1 ein direkter Regulator der Transkription (104, 108).

Auller fur die Aufrechterhaltung der Glykolyse ist die Funktion der LDH-A auch wichtig, da das
von ihr bereitgestellte NAD* auch bei der Nukleotid- und Aminoséure-Synthese benétigt wird (30).
Ein weiterer moglicher Vorteil, den ein hoher Anteil an Milchséuregédrung fur die Tumorzellen
bringt, ist die Generierung einer sauren Tumormikroumgebung, was die Invasivitdt und
Metastasierungsfahigkeit erhéhen kann. In Hypophysenkarzinomen wurde beobachtet, dass die
Uberexpression von LDH-A die Proliferation und Invasion der Krebszellen férdert (109). Ein hoher
Lactatspiegel wurde in Kopf- und Nacken-Karzinomen mit einer erh6hten Metastasierung korreliert

(81, 110). Weiterhin unterstiitzt er die Immunevasion von Tumorzellen (111).

Der Nachweis, dass LDH-A einen wichtigen Faktor in diversen Tumorerkrankungen spielen kann,
wurde sowohl durch Knockdown als auch durch Applikation eines spezifischen LDH-A Inhibitors
erbracht. Dabei konnte von Xie et al. gezeigt werden, dass LDH-A eine wichtige Rolle fiir die
Uberlebensfahigkeit und die Proliferation von Lungenkarzinomzellen spielt (112).

2.2.4.3 Monocarboxylat-Transporter (MCT) im Tumorkontext

Die Monocarboxylat-Transporter 1-4 sind transmembrandre Transporter, die unter anderem
Pyruvat, Lactat und Ketonkdrper in die Zelle rein- oder aus der Zelle herauspumpen kénnen. Da sie
auch Protonen transportieren, sind sie ebenfalls wichtig fur die Regulation des extrazelluléaren
pH-Werts (113, 114). Weiterhin spielen die MCTs eine Rolle im Energiemetabolismus, in der
Aktivierung von T-Lymphozyten und der Gluconeogenese in der Leber (114). Im Muskel kénnen
die MCTs sowohl zur Abgabe von Lactat bei einer hohen Produktion dienen, als auch zur Aufnahme

von Lactat um dieses als Energietrédger weiterzuverwenden (115).

Der MCT1 ist in Tumorzellen oft vermehrt exprimiert (116), um Lactat aus den Zellen zu
transportieren, welches dort, aufgrund der erhdhten Glykolyseaktivitat, in Verbindung mit einer
vermehrten Milchsduregérung, in deutlich htherem Male anfallt (31, 117). Der MCT1 kann
allerdings auch Tumorzellen, welche mit viel Sauerstoff versorgt sind, ermdglichen, Lactat

aufzunehmen, um dadurch glucoseunabhéangig Energie zu generieren (31).
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Das Expressionslevel von MCT1 kann von vielen Faktoren beeinflusst werden (116). Ein Faktor
der fur eine erhohte Expression von MCT1 in Tumorzellen sorgen kann ist die oftmals in

Tumorzellen auftretende Mutation von p53 (118).

Eine erhdhte MCT1-Expression kann auch vom Lactattransport unabhangige Effekte auf die
Invasivitat und Migrationsfahigkeit von Tumorzellen ausiiben. Dafiir wird der aktivierende Einfluss

von MCT1 auf den NF-xB-Signalweg verantwortlich gemacht (119).
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2.3 Glykolyseinhibitoren

2.3.1 3-Bromopyruvat

Bei 3-Bromopyruvat (3-BrPA) handelt es sich um die deprotonierte Form der
Brombrenztraubensdaure. Der enzymaktivitdtsregulierende, alkylierende Einfluss von 3-BrPA
wurde erstmalig bereits 1969 untersucht (120), woraufhin ab den 1970er Jahren mehrere
Untersuchungen belegten, dass 3-BrPA einen Einfluss auf diverse metabolische Enzyme entfaltet
(121, 122). Seit Anfang der 2000er sind erste Berichte zum Effekt von 3-BrPA auf
Tumorerkrankungen zu finden (123, 124). Der Wirkmechanismus des 3-BrPA ist aufgrund seiner
allgemein alkylierenden Eigenschaft sehr unspezifisch, so dass tber ein Dutzend verschiedene
Angriffspunkte diskutiert werden (26, 125).

Einer der wichtigsten Angriffspunkte scheint die Hexokinase 2 dazustellen (80, 126). 3-BrPA
bindet kovalent an die HXK2, was in einer enzymatischen Inhibition resultiert und zusatzlich die
Hexokinase 2 vom Mitochondrium wegdissoziieren lasst. Dadurch sind die glykolytische Funktion
und die weiteren Effekte der Hexokinase beeintrachtigt (127). Weiterhin kann auch die GAPDH in
ihrer Funktion durch 3-BrPA gestort werden (128). Durch Hemmung beider Targets ist daher eine
Verminderung der Glykolyseaktivitat moglich. Daraus resultierend ist einer der Haupteffekte einer
3-BrPA-Behandlung von Tumoren eine Reduzierung des intrazellularen ATP-Spiegels (123, 129).
Dieser Effekt kann bei einer Kombinationsbehandlung mit einem anderen Zytostatikum von
grofem Nutzen sein. Durch den reduzierten ATP-Spiegel kann beispielsweise die
ABC-Transporteraktivitat eingeschrankt werden, und somit kommt es zu einer erhdhten

intrazelluldren Konzentration von Zytostatika, welche Substrat von z.B. P-gp sind (129-131).

Glutathion ist oft an der zellularen Entgiftung von zytotoxischen Substanzen beteiligt. Glutathion
bindet allerdings auch 3-BrPA, wodurch der allgemeine Glutathionspiegel gesenkt und somit die
Wirkung zytotoxischer Substanzen verstarkt wird (125, 132-134).

Durch die Hemmung der Glykolyseenzyme ist vermutlich nicht nur der Energiestoffwechsel selbst
beeintrachtigt. Da die Glykolyse mehrere wichtige Grundbausteine fur andere Stoffwechselwege
bereitstellt (siehe Kapitel 2.1.3 ,,Proliferationsférdernde Nebenstoffwechselwege der Glykolyse*),
sind diese wahrscheinlich auch negativ beeinflusst. So liegt zum Beispiel nahe, dass weniger
Glucose-6-phosphat gebildet wird, wenn 3-BrPA die HXK2 hemmt und entsprechend weniger
Substrat fur den Pentosephosphatweg vorliegt (135). Allerdings ist 3-BrPA auch fir die Erzeugung
von ROS und somit oxidativem Stress verantwortlich, welcher DNA-Schéaden verursachen und
Autophagie ausldsen kann (126, 136, 137). Zudem werden weitere, nicht-glykolytische Targets von
3-BrPA diskutiert (138). Somit zeigt sich zusammenfassend, dass 3-BrPA sowohl selbst

zelltoxisch, als auch als Verstarker eines anderen Zytostatikums, wirken kann (139, 140).
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Hauptséchlich in die Zelle aufgenommen wird 3-BrPA tber den Monocarboxylat-Transporter 1
(MCT1), welcher in den meisten Tumorarten tberexprimiert ist. Diese Aufnahme ist mdglich, da
3-BrPA strukturell dem Lactat sehr &hnlich ist. Auf diese Weise wird 3-BrPA hauptsachlich in
Tumorzellen und weniger in normalem Gewebe aufgenommen, was fiir eine gewisse Selektivitat
sorgt. Dementsprechend eignet sich moglicherweise das Expressionslevel von MCT1 als Pradiktor
fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit 3-BrPA (26, 138).

Da 3-BrPA die Eigenschaft aufweist allgemein alkylierend zu wirken, koénnen durch die
unspezifische Wirkung auch Serumproteine alkyliert und diese damit in ihrer Funktion gestort
werden, was zu unerwiinschten Arzneimittelwirkungen fihrt (125, 133). Durch die Bindung an
Glutathion kann daher bei einer Therapie mit 3-BrPA dessen Wirkung mittels einer Gabe von GSH
ausbalanciert werden, falls es zu starken unerwiinschten Arzneimittelwirkungen kommen sollte.

Somit sei die Wirkung selbst nach der Verabreichung von 3-BrPA noch steuerbar (125).
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Abbildung 8: Ubersichtsabbildung tiber einen Ausschnitt der Wirkmechanismen von Bromopyruvat im
Kontext dieser Arbeit. Erstellt mit BioRender.com

Es gab schon eine erfolgreiche Einzelstudie, in der die Behandlung von einem Tumorpatienten mit
3-BrPA zu einer Verlangerung des Lebens gefiihrt hat (141). In einer weiteren Untersuchung konnte
ein antitumoraler Effekt in einem Patienten festgestellt werden. Dabei zeigte sich allerdings ein
hoher GSH-Spiegel als hinderlich bei der Therapie, welchem aber mit einer zusétzlichen Gabe von
Paracetamol begegnet werden konnte (142). Allerdings wird auch von Todesfallen in
Zusammenhang mit einer unsachgemalen Behandlung mit 3-BrPA durch einen Heilpraktiker

berichtet (143). Die Schwere der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen kénnen mdglicherweise
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mittels einer entsprechenden pharmazeutisch-technologischen Formulierung abgemildert werden
(125, 141). Eine mogliche Formulierung, um die Toxizit4t zu reduzieren, ist die Einbindung von
3-BrPA in Goldnanopartikel, welche mit lipophilen Triphenylphosphonium-Kationen modifiziert
sind und somit die Mitochondrien als Ziel haben. Diese haben in Tumorzellen oft ein héheres
Membranpotenzial, wodurch die Nanopartikel hauptséachlich zu diesen wandern und dort 3-BrPA
freisetzen. Diese Formulierung reduziert somit die Toxizitat im umliegenden normalen Gewebe
(144). Es werden noch andere Arten diskutiert, wie 3-BrPA gegebenenfalls formuliert werden
kénnte, um das Auftreten von mdglichen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen zu reduzieren
(26). Auch die Art der Darreichung spielt eine Rolle. In einem Leberkrebsmodell in Hasen konnte
durch eine langsame, kontinuierliche Gabe die Lebertoxizitdt von 3-BrPA deutlich reduziert

werden, wahrend der Tumor trotzdem komplett zerstort wurde (145).

2.3.2 2-Deoxyglucose

Bei 2-Deoxyglucose (2-DG) handelt es sich um ein Derivat der Glucose, bei dem an Position 2 eine
Hydroxylgruppe durch ein Wasserstoffatom ausgetauscht wurde (146). 2-DG kann mittels
Glucosetransportern in Zellen aufgenommen und mittels der Hexokinase phosphoryliert werden.
Das Produkt 2-Dexoxyglucose-6-phosphat kann nicht weiter verstoffwechselt werden und wirkt
somit als allosterischer Inhibitor der HXK2. Auf diese Weise verdrangt es zum einen die Glucose
kompetitiv vom Enzym und verlangsamt weiterhin durch Produkthemmung den Umsatz von
regulérer Glucose (147). Unter anderem dadurch kann 2-DG den intrazellularen ATP-Spiegel
senken (148). Neben dem Einfluss auf die Glykolyse werden auch andere Effekte auf den
Zellmetabolismus diskutiert (149).

Bereits in den 1950er Jahren konnte ein inhibierender Effekt von 2-DG auf das Wachstum von
Tumorzellen in Tiermodellen festgestellt werden (150). 2-DG selbst wird ein relativ geringer
antitumoraler Effekt zugesprochen, wobei es bereits mehrere Ansitze gab es in eine
Kombinationstherapie einzubeziehen (151). So erhéhte es zum Beispiel den Effekt einer
Temozolomid- (107) und einer Docetaxel-Behandlung von soliden Tumorzellen (152). Auch in
Kombination mit einer Radiotherapie werden der 2-DG vorteilhafte Effekte zugesprochen (153).
Auch aufgrund des guten Vertrdglichkeitsprofils der 2-DG wurden verschiedene
Kombinationstherapien mit diversen Zytostatika bei mehreren Tumorerkrankungen in

praklinischen und Kklinischen Studien getestet (146).
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2.4 |GF-System

2.4.1 Uberblick IGF-System

Das insulin-like growth factor (IGF)-System spielt eine wichtige Rolle im Zellwachstum und ist in
den meisten Organsystemen des Korpers relevant (154). Es setzt sich zusammen aus Insulin, zwei
insulin-like growth factors (IGF-1 und IGF-2), deren zwei Hauptrezeptoren (IGF-1R und IGF-2R),
dem Insulinrezeptor, hybriden IGF-Insulinrezeptoren und sechs Bindeproteinen (IGFBP-1-6). Die
Bindeproteine kénnen die Aktivitat der IGF steuern, indem sie durch deren Bindung ihre Wirkung
an den entsprechenden IGF-Rezeptoren modulieren oder blockieren (155, 156). IGF-1 &hnelt
strukturell dem Insulin und hat auch einen Einfluss auf den Glucosemetabolismus. Weiterhin kann
es proliferative und zellprotektive Effekte auslosen. Es spielt sowohl bei allgemeinen
Wachstumsprozessen als auch bei kognitiven Funktionen eine Rolle (154, 157, 158). Der
IGF-1 Rezeptor, welcher hauptséchlich fur die Vermittlung der von IGF induzierten Effekte
verantwortlich ist, dhnelt in seiner Funktion als Tyrosinkinase dem Insulinrezeptor. Dieser kann
den PI3K- und den MAPK-Signalweg aktivieren. Der IGF-2 Rezeptor ist dahingegen ein G-Protein
gekoppelter Rezeptor, der auch Glykoproteine binden kann (155, 159, 160). IGF-2 kann an den
IGF-2R binden, wobei dadurch kein groerer Effekt in der Zelle ausgeldst wird. Auf diese Weise
wird eher die Aktivitat von IGF-2 moduliert, welche es sonst ebenfalls tiber den IGF-1R ausldsen
wirde (154).

Die proliferativen und antiapoptotischen Effekte der IGFs machen sich diverse Krebsarten zunutze,
indem sie eine verstarkte Aktivierung des IGF-Systems aufweisen (154, 161). Im Gegensatz zu
Insulin, welches praktisch nur im Pankreas synthetisiert wird, werden die IGFs hauptséchlich in der
Leber gebildet, kdnnen aber auch von malignem Gewebe exprimiert werden, welches sich somit

direkt selbst im Wachstum stimulieren kann (161).

Die IGFBP binden kein Insulin, sie haben aber gegeniiber den IGF eine hohere Affinitat als die
IGF-Rezeptoren. Auf diese Weise kdnnen sie einen steuernden Effekt auf die Aktivitat der IGF
ausiiben. Der steuernde Effekt beruht einerseits darauf, dass die IGFBP die Aktivitét der IGF durch
deren Schutz vor proteolytischem Abbau verstarken konnen. Weiterhin dienen die IGFBP den IGF
als Reservoir, aus dem eine kontinuierliche Freigabe und somit eine andauernde Aktivierung der
Rezeptoren ermdglicht wird. Allerdings kdnnen die IGFBP auch durch das Binden der IGFs die
Rezeptoraktivierung verhindern und auf diese Weise das System inhibieren. Gesteuert wird die
Aktivitat der IGFBPs durch drei verschiedene Proteasetypen, welche die Bindeproteine abbauen

und auf diese Weise die IGFs wieder freisetzen konnen.

Die IGFBPs, und auch ihre Fragmente, weisen weiterhin selbst diverse zellulare Effekte auf, die

diese, unabhangig von ihrer IGF-bindenden Eigenschaft, auslosen kénnen (155, 157, 162). Im
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gesunden Zustand spielt IGFBP-3 die Hauptrolle im Transport von IGFs, wahrend IGFBP-2 sehr
h&ufig in Tumorgeweben Uberexprimiert ist und als prognostischer Marker dienen kann (155, 163).

2.4.2 IGFBP-2

Die Struktur des insulin like growth factor binding protein 2 setzt sich zusammen aus einem
C-terminalen Ende, einem N-terminalen Ende und einer Linker-Region, welche die beiden Enden
miteinander verbindet. In der Linker-Region befinden sich mehrere Stellen, an denen IGFBP-2
gespalten und somit dessen Aktivitat gesteuert werden kann (155). IGFBP-2 weist unter anderem
zwei Bindungsstellen fir IGF auf, eine Heparinbindungsstelle (HBD) und eine
Integrinbindungsstelle (RGD-Sequenz). Die IGF-Bindungsstellen dienen der Aktivitdtssteuerung
von IGF, wahrend die HBD die Interaktion mit Zelloberflachen und der extrazellularen Matrix
vermittelt. Die RGD-Sequenz dient, auch unabhédngig von IGF, dem Auslésen von zelluldren
Effekten (156, 164). IGFBP-2 kann Effekte sowohl extrazelluldr, intrazellulér als auch im Nucleus
als Transkriptionsfaktor auslosen (163, 165, 166).

Im nicht-malignen Kontext wirkt IGFBP-2 unter anderem durch die Bindung und somit durch die
Aktivitdtshemmung beider IGFs proliferationshemmend (157, 167, 168). Weiterhin ist es an der
Entwicklung des Gehirns beteiligt (169). Auch hat es einen Einfluss auf die Insulinsensitivitat und
ist somit wichtig zur Aufrechterhaltung eines gesunden Stoffwechsels (162).

IGFBP-2 ist in diversen Krebsarten deutlich tberexprimiert und kann Einfluss auf die Invasion,
Proliferation, Metastasierung und Angiogenese nehmen (156, 163, 166, 170, 171). Dabei kann
IGFBP-2 auf verschiedene Weise seine IGF unabhangigen Effekte ausldsen. Extrazellulér bindet
es vor allem mit der RGD-Sequenz an Integrine. Dabei wird zum Beispiel durch Bindung an
B1-Integrin der ERK-Signalweg verstarkt aktiviert und so die Tumorzellinvasion und -proliferation
verstarkt sowie der NF-kB-Signalweg aktiviert (163, 172, 173). Der NF-kB Signalweg spielt eine
wichtige Rolle in der Progression einer Tumorerkrankung (174). Auch tber die RGD-Sequenz kann
die Invasivitat verstarkt werden (175). Die HBD ermdglicht IGFBP-2 an die extrazelluldre Matrix
zu binden und auch auf diese Weise die Migration und Proliferation von Tumorzellen anzuregen
(162, 176). Intrazelluléar wirkt es durch Binden an die Zellzyklusinhibitoren p21 und PAPA-1 (165,
177). Aber auch der Transport von IGFBP-2 in den Zellkern spielt eine entscheidende Rolle fiir die
onkogenen Funktionen des IGFBP-2, da es als Transkriptionsfaktor fiir mehrere protumorigene
Promotoren wirkt (163). So wird zum Beispiel durch IGFBP-2 die Expression von VEGF erhoht
(178, 179). Aber auch durch immunsuppressive Effekte kann es das Fortschreiten einer
Tumorerkrankung fordern (180). Ein weiterer Mechanismus, durch den IGFBP-2 die
Tumorprogression erleichtert, ist die Hemmung von PTEN. PTEN ist unter anderem wichtig um

eine Zelle vor der Uberstimulation durch IGF-2 zu schiitzen. Es dampft weiterhin die proliferativen
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Signalwege Akt und MAPK und ist deshalb mit einer erniedrigten Proliferation und einer erhéhten
Apoptose assoziiert (156, 164, 181, 182).

Eine zusammenfassende Ubersicht der hier vorgestellten Effekte des IGFBP-2 ist in Abbildung 9
dargestellt.

Fur die Wirkung des IGFBP-2 ist es nicht wichtig, dass die Tumorzellen dieses selbst herstellen.
Die Tumorzellen kénnen auch durch IGFBP-2 welches im umliegenden Gewebe synthetisiert wird
in ihrem Wachstum angeregt werden (173, 183).

Verschiedene Einflussfaktoren kdnnen die Expression von IGFBP-2 steuern. Zum einen wurde eine
Korrelation zwischen einem hyperglykamischen Zustand und einer erhdhten IGFBP-2-Expression
festgestellt (184, 185). Gesteuert wird die IGFBP-2-Expression unter anderem auch durch PTEN.
Dabei unterdriickt ein hoher PTEN-Spiegel die IGFBP-2-Expression (181, 186). Ein férdernder
Einfluss von HIF-1a auf die Expression von IGFBP-2 wird ebenfalls diskutiert (187), wobei auch
eine hormonelle Regulation den IGFBP-2-Gehalt beeinflussen kann. Dabei wird allerdings sowohl
von einer moglichen Hoch- als auch von einer Runterregulation durch Estrogene berichtet (184,
188). Die Hauptregulation der IGFBP-2-Expression wird allerdings dem PI3K/Akt-Signalweg
zugesprochen (189, 190).

Uber den Einfluss von IGFBP-2 auf eine maligne Erkrankung gibt es gegensatzliche
Anschauungen. So wird berichtet, dass IGFBP-2 in manchen Tumorerkrankungen runterreguliert,
beziehungsweise eine hohe IGFBP-2-Expression sogar mit einem reduzierten Tumorwachstums
assoziiert ist. Es wurde bereits gezeigt, dass IGFBP-2 sowohl stimulierende als auch inhibierende
Einflisse auf das Zellwachstum austiben kann. Eine mégliche Begriindung dabei ist auch, dass eine
hohe IGFBP-2-Expression die proliferationsfordernde Aktivitat der IGFs inhibieren kann (156,
170). Allerdings kann auch tber den Integrinsignalweg durch IGFBP-2 selbst ein proapoptotischer

oder ein antiproliferativer Effekt vermittelt werden (191, 192).

Zusammenfassend gilt es festzuhalten, dass eine abschlieBende Aussage uber den Effekt von

IGFBP-2 immer im Kontext des jeweilig betrachteten Systems getroffen werden muss.
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Abbildung 9: Ubersicht tiber die durch IGFBP-2 ausgeldsten Effekte basierend auf Li 2020 (163) und Yau
2015 (165)

25



Theorie
Zytostatika und Resistenzmechanismen

2.5 Zytostatika und Resistenzmechanismen

2.5.1 Verwendete Zytostatika

Doxorubicin (friher als Adriamycin vermarktet) ist ein seit vielen Jahrzehnten bekannter
zytotoxischer Arzneistoff und einer der ersten Vertreter der Anthracycline. Der Wirkmechanismus
des Zytostatikums ist vielseitig und bis heute nicht vollstandig aufgekl&rt. Doxorubicin wird mittels
passiver Diffusion in die Zelle aufgenommen und entfaltet seine Wirkung sowohl im Zytoplasma
als auch im Zellkern. Im Nucleus wirkt es als ein DNA-interkalierendes-Zytostatikum, welches
ebenfalls die Topoisomerase Il in ihrer Funktion hemmt. Dies resultiert in DNA-Schéden, die die
Apoptose ausldsen kénnen. Weiterhin kann Doxorubicin tiber verschiedene Wege die zelltoxische
ROS-Konzentration innerhalb einer Tumorzelle erhéhen (193-195).

In den letzten zwei Jahrzehnten gab es bedeutende medizinische Entwicklungen, wie Tamoxifen
oder Trastuzumab, deren pharmakologischer Ansatzpunkt in Brustkrebszellen in deren
Uberexprimierten Wachstumsfaktor-Rezeptoren liegt. Es gibt drei wichtige Rezeptoren, die in
einem Mammakarzinom Uberexprimiert sein kdnnen und dessen Wachstum antreiben:
Estrogenrezeptor (ER), Progesteronrezeptor (PR) und human epidermal growth factor receptor 2
(HER2) (196, 197). Allerdings werden diese Rezeptoren nicht von jedem Mammakarzinom
exprimiert. Wenn alle drei Rezeptoren nicht exprimiert sind, spricht man von triple-negativem
Brustkrebs (TNBC). Dieser ist zumeist sehr aggressiv und mangels spezifischer Targets ist keine
zielgerichtete Therapie moglich (197, 198). Aufgrund dessen ist eine neoadjuvante Chemotherapie
mit Doxorubicin und Cyclophosphamid nach wie vor etabliert (196, 197). Und auch bei diversen
anderen Krebsarten wird Doxorubicin zur Therapie eingesetzt, sodass die Gruppe der zytotoxischen
Anthracycline nach wie vor eine der effektivsten Tumorbehandlungen darstellt (195). Das
Anwendungsgebiet von Doxorubicin umfasst auch Lymphome, Myelome, Schilddriisenkarzinome
und Ovarialkarzinome (199). Allerdings weist Doxorubicin aufgrund seiner unspezifischen
Wirkweise sehr viele unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auf, unter denen vor allem eine hohe

Kardiotoxizitat hervorzuheben ist, wodurch es zur Dosislimitierung kommt (194).

Mitoxantron z&hlt zu den Anthracendionen und wurde in den 80er-Jahren ausgehend vom
Doxorubicin entwickelt. Das Ziel der Entwicklung war ein zytotoxisches Arzneimittel mit einer
geringeren Kardiotoxizitét als der des Doxorubicins zu etablieren (200). Der Wirkmechanismus des
zytotoxischen Arzneistoffes Mitoxantron ist vielseitig und umfasst unter anderem die
Quervernetzung der DNA, die Hemmung der Topoisomerase Il und die Beeintréchtigung von
DNA-Reparatur-Mechanismen (201, 202). Zusétzlich werden noch diverse weitere
Wirkmechanismen diskutiert, wie zum Beispiel die Interaktion mit RNA und Proteinen (203).
Mitoxantron weist auch hemmende Eigenschaften auf das Immunsystem auf, weshalb es im Jahr

2000 von der FDA fir die Behandlung von Multipler Sklerose zugelassen wurde (200). In der
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Onkologie umfasst sein Anwendungsbiet, neben dem metastasierten Mammakarzinom, auch

Leuk&mie und fortgeschrittenes Prostatakarzinom (204).

Cisplatin ist die gelaufige Abkurzung fur cis-Diammindichloridoplatin (1), bei welchem es sich um
einen planaren, anorganischen Platinkomplex handelt. Das zentrale Platinatom ist in diesem
Komplex von zwei Chloridionen und zwei Ammoniakliganden umgeben. Die antitumoralen
Eigenschaften des Cisplatins wurden in den 60er-Jahren entdeckt und Cisplatin hat sich gegeniiber
vielen anderen platinhaltigen Strukturen durchgesetzt (205). Regular zugelassen wurde es in den
70er-Jahren erstmals fur die Behandlung von urologischen Krebsarten (206). Nach der Applikation
findet es sich im Blutkreislauf wieder, in dem noch eine relativ hohe Chloridionenkonzentration
vorliegt. In die Zelle gelangt es durch passive Diffusion oder aktiv mithilfe des Kupferionen-
Transporters CTR1. Im Zellinneren ist die Chloridionenkonzentration deutlich niedriger, sodass der
Arzneistoff aktiviert wird, indem mindestens ein Chloridion durch ein Wassermolekul substituiert
wird (205). Die aktivierte Form kann unter anderem kovalent an DNA-Basen binden. Der dadurch
angerichtete Schaden an der DNA wird erkannt und 16st mindestens einen Zellzyklusstopp aus,
kann aber auch bereits direkt den Apoptosevorgang auslésen (206). Die Standardtherapie von
Ovarialkarzinomen war Uber lange Zeit die Behandlung mit Cisplatin, wobei multifaktoriell
auftretende Resistenzen bei vielen Patientinnen ein Problem darstellten (207). Weiterhin weist
Cisplatin diverse unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auf, von denen zumeist die hohe
Nephrotoxizitdt den dosislimitierenden Faktor darstellt (10). Aus diesem Grund wird in der
Therapie inzwischen 6fter auch Carboplatin, ein Derivat von Cisplatin, eingesetzt. Dieses weist
eine bessere Vertraglichkeit auf. Allerdings braucht es langer, um seine Wirkung zu entfalten. Auch
ist dessen Wirkstérke in einigen Szenarien geringer, sodass die Behandlung mit Cisplatin nach wie
vor Relevanz besitzt (206, 208, 209). Entsprechend wird Cisplatin bei schweren
Krankheitsverldufen, die entweder weit fortgeschritten oder metastasiert sind, eingesetzt. Der
Arzneistoff wird sowohl bei einer Ovarialkarzinomerkrankung als auch bei Hodenkarzinomen,

Harnblasenkarzinomen und Bronchialkarzinomen angewendet (210).

L
-
CHs C” “NH,

on  OH O HN__~ ~_OH
NH2 H

Abbildung 10: Strukturformeln der verwendeten Zytostatika. Von links nach rechts: Doxorubicin,
Mitoxantron, Cisplatin
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2.5.2 Arten der Resistenzentwicklung

Viele Tumorzellen entwickeln, bei andauernder Behandlung mit einer zytotoxischen Substanz, eine
erhdhte Widerstandsfahigkeit gegenuiber dem eingesetzten Arzneimittel. Diese Entwicklung einer
Resistenz erfordert eine Dosiserhdhung, um die Effektivitat der Behandlung aufrecht zu erhalten.
Die Steigerung der verabreichten Dosis an Zytostatikum geht allerdings, aufgrund der hohen
Zelltoxizitat des Zytostatikums, oft mit verstarkten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen einher,
die schlieBlich therapielimitierend sind. Weiterhin ist es problematisch, dass die entwickelte
Resistenz oft nicht nur spezifisch fir ein Arzneimittel ist, sondern die Resistenzentwicklung direkt
eine ganze Gruppe von Arzneistoffen betrifft (211). Dies schrankt die Therapiemdglichkeiten und
somit die Chance auf den Erfolg einer Behandlung weiter ein. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit

Wege zu finden die Resistenzentwicklung zu verhindern oder zu tiberwinden.

Es gibt viele verschiedene Zytostatika-Resistenzmechanismen. Die Resistenz kann zum einen
intrinsisch sein und bereits direkt zu Beginn der Erkrankung vorliegen. Haufiger entwickelt sich
eine Resistenz erst durch den Selektionsdruck einer andauernden Behandlung. Die
Resistenzmechanismen konnen, entsprechend der molekularen Mechanismen der Zellreaktion auf
den Arzneistoff, grob in vier unterschiedliche Kategorien eingeteilt werden (Abbildung 11) (11,
212).

on-target Resistenz
* Keine Schadenserkennung

0o RNA Pol Il _.Zyloslankum_’

pre-target Resistenz T RUIRTROUE

MRNA 5

* Verminderte Aufnahme ;/‘1‘.\2

off-target Resistenz
* Vermehrter Export f\pjﬂi?g Zytostatikaresistenz * Uberaktivierung onkogener‘ =

Signalwege ~ .:
o
f?’: post-target Resistenz

* Beeintrachtigte apoptotische
Signalwege o

* Inaktivierung

Abbildung 11: Ubersicht liber verschiedene Resistenzmechanismen. Symbole erstellt mit BioRender.com

Die pre-target-Resistenzmechanismen umfassen diverse Maoglichkeiten der Tumorzelle die
verhindern sollen, dass das Zytostatikum tberhaupt erst seinen Wirkort erreicht. Ein pre-target-
Resistenzmechanismus sorgt zum Beispiel fur die Reduktion des aktiven Wirkstoffspiegels
innerhalb der Zelle, indem der Aufnahmemechanismus des Arzneistoffes in die Zelle gehemmt ist
(11). Eine weitere Moglichkeit ist, dass der Arzneistoff, nach der reguldren Aufnahme in die Zelle,
wieder moglichst schnell heraustransportiert wird. Dabei wird der intrazelluldre Wirkstoffspiegel
zumeist durch eine verstarkte Expression und Aktivitit der ATP binding cassette
(ABC)-Effluxtransporter gesenkt (11, 213, 214). Diese pumpen, unter Energieverbrauch in Form
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von ATP, Arzneistoffe aus der Zelle hinaus. Die wichtigste Klasse der ABC-Effluxtransporter wird
als multidrug resistance proteins (MRPs) bezeichnet. Einer der bekanntesten Vertreter dieser
Klasse ist das P-Glykoprotein (P-gp) (213, 215). Dieses transportiert hauptsachlich
polyaromatische, hydrophobe Arzneistoffe, wie zum Beispiel Doxorubicin, aus der Zelle hinaus
(195). Eine weitere Transporterstruktur, die Doxorubicin und auch Mitoxantron aus der Zelle
hinaustransportieren kann und fur entsprechende Resistenzen verantwortlich ist, ist das breast
cancer resistance protein (BCRP) (214). Ein anderer Mechanismus der pre-target-Resistenz ist die
Detoxifizierung eines chemisch hoch reaktiven zytotoxischen Arzneistoffes. Dies kann zum
Beispiel uber die kovalente Bindung an Glutathion geschehen (132). Gerade bei der Resistenz von
Tumorzellen gegeniiber dem Zytostatikum Cisplatin spielt Glutathion eine grof3e Rolle. Das durch
die Konjugation entstandene Produkt aus Cisplatin und Glutathion kann mittels ABC-Transporter

aus der Zelle transportiert werden (216).

Weiterhin konnen Resistenzmechanismen noch als on-target, post-target und off-target
charakterisiert werden. Bei der on-target-Resistenz erreicht zwar das Zytostatikum seine
Zielstruktur und kann seinen molekularen Wirkmechanismus entfalten, der entstandene Schaden
leitet aber nicht die klassische antiproliferative oder apoptotische Signalkaskade aus. Der Schaden
wird stattdessen entweder repariert oder nicht erkannt, sodass schlie3lich kein apoptotisches Signal
ausgelost wird (11, 217).

Bei der post-target-Resistenz kommt das zytotoxische Agens ebenfalls zur Wirkung und der
induzierte Schaden wird auch erkannt. Allerdings ist der nachgeschaltete apoptotische Signalweg
verandert, wodurch dieser nicht mehr in der Lage ist ordnungsgeméR den Zelltod auszulsen (11).
Vor allem das Protein p53, welches eigentlich DNA-Reparaturen und Zellapoptose einleiten kann,

ist oft in resistenten Krebszellen mutiert und (bt seine Funktion nicht ordnungsgemaf aus (218).

Unabhéngig von der direkten Wirkung des Zytostatikums wird noch eine off-target-Resistenz
beschrieben. Bei dieser sind andere Signalwege Uberaktiviert, die mit dem eigentlichen Einfluss des
Zytostatikums nichts direkt zu tun haben, aber die Effekte des Zytostatikums zu einem gewissen

Teil kompensieren kénnen (11, 219).

2.5.3 Beteiligung des Glucosestoffwechsels am Entstehen einer Chemoresistenz

In den letzten Jahren wurde vermehrt die Frage aufgeworfen, inwieweit eine Resistenzentwicklung
gegenuber einer chemotherapeutischen  Behandlung mit einer Verdnderung des
Glucosestoffwechsels korreliert werden kann, also eine glykolytische Hochregulation als Ursache
oder Trigger einer Resistenzentwicklung fungiert (7). Erste Untersuchungen zur Uberwindung einer
Zytostatikaresistenz mittels Inhibition des Glucosestoffwechsels fanden bereits statt (18, 21, 220).
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Ein dabei naheliegender Zusammenhang ist zum Beispiel der Fakt, dass der Efflux vieler
Arzneistoffe aus der Tumorzelle Uber P-gp, BCRP oder andere Proteine der ABC-Familie,
stattfindet, die in zytostatikaresistenten Zellen oftmals deutlich tberexprimiert werden (13, 14,
211). Die Funktion der ABC-Transporter aufrecht zu erhalten ist ein energieintensiver Prozess,
welcher durch die Beeinflussung des Energiehaushalts gestort werden kann. Entsprechend zeigt
sich, dass es durch eine Inhibition der Glykolyse zu einer erhéhten intrazellularen
Wirkstoffkonzentration kommen kann, da nicht mehr ausreichend Energie zum Herauspumpen des
zytotoxischen Arzneistoffes vorhanden ist (129, 130, 221).

Weiterhin hat der Glucosestoffwechsel, wie bereits in Kapitel 2.1.3 ,,Proliferationsférdernde
Nebenstoffwechselwege der Glykolyse® betrachtet, einen Einfluss auf viele weitere
Stoffwechselwege. Diese sind ebenfalls in der Lage die Widerstandsfahigkeit einer Tumorzelle
gegenuber einer Zytostatikabehandlung zu erhdhen, indem sie ausreichend Substrate fiir die
Proliferation und zur Reparatur zur Verfugung stellen (221). Zum Beispiel wird durch eine
verstarkte Aktivierung des Pentosephosphatwegs mehr Glutathion synthetisiert, welches wichtig
fur die Detoxifizierung zytotoxischer Arzneimittel ist. AuBerdem kann durch GSH auch der
ROS-Spiegel gesenkt und somit die Tumorzelle vor Schaden geschditzt werden (26, 132, 222). Aber
auch weitere Wege, auf denen ein verdnderter Glucosestoffwechsel die Zytostatikaresistenz
beeinflussen kann, werden diskutiert (20, 222—-224). Ein wichtiger Einfluss dabei kann auch sein,

dass ein hoher Glucosespiegel die apoptotische Aktivitit von p53 senken kann (61).

Abbildung 12 zeigt eine Zusammenstellung der bis hier erlauterten Glucosestoffwechsel-
abhéngigen Effekte, durch die eine Tumorzelle allgemein und bei der Entwicklung einer

Chemoresistenz profitieren kann.

Glykolyse —>m "
— - (3L ) ABC-Transporter

. Arzneistoffefflux

\

Pentosephosphatweg

Nukleosidsynthese | GSH-Regeneration l p53 J,
Proliferation DNA-Reparatur \ DNA-Schaden i Apoptose l
Uberlebensfahigkeit

Abbildung 12: Einfluss von Glucose auf den Tumorstoffwechsel und die Zytostatikaresistenz. Erstellt mit
BioRender.com. Basierend auf Lin und Qiu (19, 224).
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2.5.4 Untersuchte Enzyme im Zusammenhang mit einer Zytostatikaresistenz

Bei genauerer Betrachtung hat nicht nur der Gesamteffekt einer erhéhten Glykolyseaktivitét einen
Einfluss auf die Zytostatikaresistenz. Es kénnen auch den einzelnen Enzymen, neben ihrer Funktion
im Glucosestoffwechsel, weitere Einflisse auf die Entwicklung einer Zytostatikaresistenz

zugeschrieben werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der HXK2 mit einer Cisplatinresistenz in einem
Modell des Ovarialkarzinoms korrelierte. Als Schnittstelle wird dabei eine tiber ERK-vermittelte
erhohte Autophagie postuliert, welche einen zytoprotektiven Effekt aufwies (225). In
tamoxifenresistenten Zellen lbte die HXK2 einen Effekt auf den AKT/mTOR-Signalweg aus,
worauf die erhohte zellulare Widerstandsfahigkeit gegentiber Tamoxifen beruhte. Chemoresistente
Tumorzellen sind deutlich mehr von einer hohen HXK2-Expression abhangig. Deren Inhibition
beeintrachtig resistente Zellen in ihrem Wachstum deutlich mehr als nicht-resistente Zellen (226).
Ebenfalls wird von einer Nivellierung einer chemotherapeutischen Resistenz von Tumorzellen
durch einen HXK2-Knockdown berichtet (225, 227). Auch die PFK-1 kann eine Rolle im
Resistenzgeschehen von Tumorzellen spielen. In Lungenkarzinomzellen zeigten Wang et al., dass
eine erhdhte PFK-1-Expression mit einer erniedrigten Empfindlichkeit gegeniliber einem
Zytostatikum einherging und sie beobachteten, dass PFK-1 einen ABC-Transporter direkt aktiviert
(228). Fur den Subtyp 2 der Pyruvatkinase konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass dieser
einen Einfluss auf die Widerstandsfahigkeit von Tumorzellen gegeniiber einer zytotoxischen
Behandlung entfalten kann (229-231). In Lungenkrebszellen konnte die Effektivitat einer
Cisplatinbehandlung durch einen PKM2-Knockdown deutlich gesteigert werden (232).

Auch die lactatbezogenen Enzyme konnen einen Einfluss auf die Chemoresistenz haben. So konnte
sowohl in Brustkrebszellen eine Korrelation zwischen der Expression der LDH-A und einer
Taxolresistenz festgestellt werden (233) als auch eine Korrelation zwischen der MCT1-Expression
und einer Cisplatinresistenz in Ovarialkarzinomzellen (234). Entsprechend konnten auch schon
vorteilhafte Effekte einer Kombinationsbehandlung bestehend aus einer zytotoxischen Behandlung

und einem MCT1-Inhibitor bei diversen Tumorzelllinien nachgewiesen werden (31).

Daraus zeigt sich, dass die beschriebenen Enzyme nicht nur fir die Entwicklung einer
Tumorerkrankung von Bedeutung sind, sondern auch die Therapie dieser deutlich beeintrachtigen

kodnnen.

2.5.5 IGFBP-2 im Kontext einer Zytostatikaresistenz

Neben den in Kapitel 2.4.2 ,,IGFBP-2* beschriebenen Effekten, wird auch von der Beteiligung des
IGFBP-2 im Resistenzgeschehen berichtet (166). So wurden bereits Zusammenhénge zwischen
IGFBP-2 und einer Resistenz gegenuber Paclitaxel (171, 235), Tamoxifen (236), Temozolomid
(173) Doxorubicin (171, 184), Gemcitabin (166) und Docetaxel (185) beobachtet. In
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tamoxifenresistenten Brustkrebszellen wurde dabei eine Uberexpression des IGFBP-2 um ein
Vielfaches festgestellt (236, 237). Der Einfluss von IGFBP-2 auf eine Resistenzentwicklung wurde
auch untersucht, indem Zellen, welche normalerweise selbst kein IGFBP-2 exprimieren, durch
Transfektion zu einer eigenen IGFBP-2-Produktion angeregt wurden. Diese Zellen zeigten eine
erhdhte Widerstandsfahigkeit gegenlber einer zytostatischen Behandlung (235). Diese
Erkenntnisse wurden in anderen Szenarien bestarkt, in denen exogen zugebenes IGFBP-2 eine
Resistenzsteigerung induzierte (171, 173, 184).

Es wurde auch beobachtet, dass die durch Hyperglykdmie verursachte Resistenz mittels IGFBP-2
vermittelt werden kann (19, 184, 185). Mechanistisch wird die Resistenz zum Beispiel durch eine
B1-Integrin vermittelte verstérkte Aktivierung des ERK-Signalwegs ausgeldst (173). Weiterhin
wurde ein Einfluss von IGFBP-2 auf die ABC-Transporteraktivitdt postuliert, aber noch nicht
nachgewiesen (184). Grundsatzlich finden sich in der Literatur vor allem Beobachtungen und

Korrelationen, wahrend Kausalitaten kaum untersucht wurden.
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3. Ziel der Arbeit

Die Entwicklung einer Resistenz gegenuber einem Zytostatikum stellt in der klinischen Anwendung
von antitumoralen Therapien nach wie vor ein groRBes Problem dar. Deshalb ist die Zielsetzung
dieser Arbeit einen Beitrag zur Aufklarung der Mechanismen zu liefern, welche fiur die
Resistenzentwicklung maligner Zellen wichtig sind. Der Fokus liegt dabei auf dem Stoffwechsel,
mit der Fragestellung, inwiefern die Widerstandsfahigkeit von Tumorzelllinien gegen zytotoxische
Wirkstoffe durch funktionelle Schlisselproteine des Zellmetabolismus gesteuert oder getragen

wird. Dabei werden zwei Themenkomplexe untersucht.

Zunachst wird die Expression des Wachstumsfaktorbindeproteins IGFBP-2 in
Mammakarzinomzellen und dessen Einfluss auf zelluldre Abl&ufe untersucht. Dabei wird getestet,
wie groR der Einfluss von Glucose auf die IGFBP-2-Expression ist und inwiefern sich
Wildtypzellen von ihren resistenten Subtypen unterscheiden. Mittels eines Knockdowns wird
weiterhin untersucht, ob IGFBP-2 fir die Aufrechterhaltung der Resistenz notwendig ist, und ob
ein Mangel an IGFBP-2 entsprechend einen inhibierenden Effekt auf die Widerstandsfahigkeit der
Zellen ausubt. Weiterhin wird untersucht, ob Zellen, welche selbst keine messhare
IGFBP-2-Expression aufweisen, durch die Zugabe von rekombinantem IGFBP-2 profitieren.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit dem Glucosestoffwechsel von (resistenten)
Ovarialkarzinomzelllinien. Hierbei wird untersucht, ob sich eine Resistenzentwicklung in einem
veranderten Glucosestoffwechsel widerspiegelt. Dafiir wird die Glucoseabhéngigkeit der Zellen
und die Expression der wichtigsten Glykolyseenzyme untersucht. Weiterhin wird getestet, ob sich
Glykolyseinhibitoren moglicherweise zur Behandlung von malignen Zellen eignen. AnschlieRend
wird untersucht, ob eine Kombinationsbehandlung aus einem Glykolyseinhibitor mit einem
klassischen Zytostatikum die Zytotoxizitat erhdht und ob die Inhibition der Glykolyse
moglicherweise einen Einfluss auf die Zytostatikaresistenz aufweist. Mittels Knockdown eines
wichtigen Glykolyseenzyms wird abschlielend gezeigt, inwieweit der Eingriff in den

Energiehaushalt der Zelle einen Einfluss auf die Wirkung zytotoxischer Substanzen erbringt.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

411 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Material

Gerat

Hersteller

Absaugsystem BVC 21 NT

Vacuubrand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Accu-Jet® pro

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Analysenwaage Mettler-Toledo GmbH
Mettler Toledo Classic Plus AB135-S Gielen, Deutschland
Analysenwaage Sartorius AG
Sartorius basic BA210S Gottingen, Deutschland
Axiovert 25 Carl Zeiss Microscopy GmbH,

(Lichtmikroskop)

Jena, Deutschland

Becherglaser (verschiedene)

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

BioRad PowerPac 300

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

CASY® 1 Model TT Zellzahler

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

CFX Opus Real-Time PCR System

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

COz-Inkubator MCO-170AICUV-PE

Panasonic Healthcare Corporation
Tokio, Japan

Colibri Microvolume Spectrometer

Berthold Detection Systems GmbH

Pforzheim, Deutschland

CONTOUR® NEXT

Ascensia Diabetes Care Deutschland GmbH

Leverkusen, Deutschland

Guava easyCyte HT 11

Flow Cytometer

Merck Chemicals GmbH

Darmstadt, Deutschland

Heiz- und Magnetrihrer Hei-Tec

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG

Kelheim, Deutschland
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Holten safe 2010
(Laminar Air Flow)

Jouan Nordic A/S
Allerod, Danemark

Kryo-Einfriergerat Mr. Frosty®

Nalgene (Thermo Fisher)
Lima, OH, USA

Mikroliterzentrifuge MiniSpin®

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

Mini-PROTEAN®
Tetra Cell and Blotting Module

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Multiskan® EX

Thermo Scientific GmbH
Langenselbold, Deutschland

Pipette (5000 ul) Research®

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

RAININ Pipet-Lite™ L-2XLS+
(0,5-10 pl)

Mettler-Toledo GmbH

Leverkusen, Deutschland

RAININ Pipet-Lite™ L-2XLS+
(100-1000 pl)

Mettler-Toledo GmbH

Leverkusen, Deutschland

RAININ Pipet-Lite™ L-2XLS+

Mettler-Toledo GmbH

(10-100 pl) Leverkusen, Deutschland
RAININ Pipet-Lite™ L-2XLS+ Mettler-Toledo GmbH
(20-200 pl) Leverkusen, Deutschland
RAININ Pipet-Lite™ L-2XLS+ Mettler-Toledo GmbH
(2-20 pl) Leverkusen, Deutschland

Thermomixer comfort (IsoTherm 1,5 mL)

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

Transferpette®-12 electronic (200 pL)

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Transferpette®-8 electronic (200 pL)

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Trockenschrank 60 °C

Heraeus Holding GmbH

Hanau, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex® Super RK 103 H

Scientific Industries
New York, NY, USA

Vortex Genie 2

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
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Wasseraufbereitungssystem Elix

Millipore GmbH
Schwalbach, Deutschland

Wilovert S Inverses Mikroskop

Helmut Hund GmbH
Wetzlar, Deutschland

Zentrifuge Minispin

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Universal 32 R

Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Universal 320 R

Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Biosphere Filter Tips (100-1000 pl)

Sarstedt AG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Biosphere Filter Tips (10-100 pl)

Sarstedt AG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Biosphere Filter Tips (1-10 pl)

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

CASY®cups

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

CONTOUR® NEXT Sensoren

Ascensia Diabetes Care Deutschland GmbH
Leverkusen, Deutschland

Cryo-Réhrchen

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Renningen, Deutschland

Dual Solution™ Reservoirs

Heathrow Scientific
Vernon Hills, IL, USA

Einmalspritzen Braun Luer Solo (20 ml)

B.Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Hard Shell® PCR Platten, 96 Wells, skirted

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Microseal® B Filme fiir PCR-Platten

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA
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Mini-Protean TGX Stain-Free Gel
10 %, 10-Well, 50 pl

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Mini-Protean TGX Stain-Free Gel
12 %, 10-Well, 50 pl

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Pasteurpipetten, Glas

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen Makro 11 (1-5 ml)

Ratiolab GmbH

Dreieich, Deutschland

Pipettenspitzen SurPhob Gelloader 200 pl

Biozym Scientific GmbH
Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen TipOne® (10-200 pL), gelb

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Pipettierreservoirs fur Mehrkanalpipetten,

50ml, sterilisiert

Ratiolab GmbH

Dreieich, Deutschland

PVDF-Membran

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

RAININ Tips LTS 1000 pl

Mettler-Toledo GmbH

Oakland, USA
RAININ Tips LTS 20 pl Mettler-Toledo GmbH
Oakland, USA
RAININ Tips LTS 250 pl Mettler-Toledo GmbH
Oakland, USA

Reagiergefalie (0,5 ml) DNase/RNase frei

Sarstedt AG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Reagiergefaf3e (0,6 ml)

Sarstedt AG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Reagiergefalie (0,6 ml) DNase/RNase frei

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Reagiergefale (1,5 ml)

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Reagiergefafle (1,5 ml) DNase/RNase frei

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Reagiergefale (1,5 ml) Lichtschutz

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Reagiergefale (5 ml)

Sarstedt AG & Co. KG
Nidmbrecht, Deutschland
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Serologische Pipetten (10 ml)

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten (25 ml)

Sarstedt AG & Co. KG
Nidmbrecht, Deutschland

Sterilfilter (0,2 pm)

Whatman GmbH

Dassel, Deutschland

TC-Platten 6 Well, Standard, F

Sarstedt AG & Co. KG
Nidmbrecht, Deutschland

TC-Platten 96 Well, Standard, F

Sarstedt AG & Co. KG
Nimbrecht, Deutschland

Thermo Scientific™ Microtiter™ 96-Well
Mikrotiterplatten 10519465

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Vernichtungsbeutel

Sarstedt AG & Co. KG
NiUmbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen T175 (175 cm?)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturflaschen T25 (25 cm?)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturflaschen T75 (75 cm?)

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Zellstoff

Thermo Fisher Scientific Inc.
Rockford, USA

Zentrifugenrohrchen (15 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Zentrifugenrdéhrchen (50 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Zymo-Spin™ IIC Column

Zymo Research

Irvine, CA, USA
4.1.3 Primer
Tabelle 3: Verwendete Primer
Primer Hersteller

ACTB, human actin, beta
VHPS-110

Real Time Primers LLC
Melrose Park, PA, USA
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GAPD, human GAPDH

Real Time Primers LLC

VHPS-3541 Melrose Park, PA, USA
HK2, human hexokinase 2 Real Time Primers LLC
VHPS-4148 Melrose Park, PA, USA

IGFBP2, human insulin-like growth factor
binding protein 2 VHPS-4491

Real Time Primers LLC
Melrose Park, PA, USA

PFKM, human phosphofructokinase,
muscle VHPS-6809

Real Time Primers LLC
Melrose Park, PA, USA

PKMZ2, human pyruvate kinase, muscle

Real Time Primers LLC

VHPS-6938 Melrose Park, PA, USA
RPL13, human ribosomal protein L13 Real Time Primers LLC
VHPS-7964 Melrose Park, PA, USA

4.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Antikdrper

Primer

Hersteller

alpha Tubulin (TU-02): sc-8035

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

Anti-rabbit IgG HRP-Conjugated

R & D System, Inc.
Minneapolis, USA

Hexokinase 11 (C64G5) Rabbit mAb Cell Signaling Technology Europe B.V.

Leiden, Niederlande

LDH-A (E-9): sc-137243

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

MCTL1 (H-1): sc-365501

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

m-1gGk-BP-HRP sc-516102

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

PFK-1 (G-11): sc-166722

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

PKM (C-11): sc-365684

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA
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4.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Material

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie

Hersteller

2-Deoxyglucose

BIOMOL GmbH
Hamburg, Deutschland

3-Bromopyruvat

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

Bacillol® AF

Paul Hartmann AG

Heidenheim, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

BIOMOL GmbH
Hamburg, Deutschland

CASY®ton

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

Cell Extraction Buffer (CEB)

Bender MedSystems GmbH
Wien, Osterreich

Cisplatin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Clarity Western ECL Substrate, 500 ml

#1705061

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Control siRNA-A sc-37007

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

D-Glucose

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH + Co. KG
Karlsruhe, Deutschland

Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit R2053

Zymo Research
Irving, CA, USA

DMEM® P04-01548S1

(ohne Glucose)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

DMEM® P04-03500
(4,5 g/l Glucose)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

DNase/RNase-free water

Zymo Research
Irvine, CA, USA

Doxorubicin Hydrochlorid

MedChemExpress LLC
Monmouth Junction, USA
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DPBS® ohne Calcium und Magnesium

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

EDTA-L06sung 0,02 %

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Ethanol, absolut

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim, Deutschland

Glycin z.A.

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Renningen, Deutschland

Guava® Instrument Cleaning Fluid (ICF)

Luminex Corporation
Austin, TX, USA

Hexokinase 11 siRNA (h): sc-35621

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

IGFBP2 siRNA (h): sc-37195

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

IGFBP-2 Quantikine ELISA Kit

R & D Systems Inc.
Minneapolis, USA

IGFBP-2, recombinant human (carrier-
free)
[200 pg/ml]

BioLegend Inc.
San Diego, USA

Isopropanol 100 %

Merck Chemicals GmbH
Schwalbach, Deutschland

Laemmli 2x, Sample Buffer Concentrate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

L-Glutamin 200 mM

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

Metformin Hydrochlorid
(1,1-Dimethylbiguanid Hydrochlorid)

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

Methanol, absolut

Merck Chemicals GmbH
Schwalbach, Deutschland

Milchpulver blotting grade

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Mitoxantron Dihydrochlorid

MedChemExpress LLC
Monmouth Junction, USA

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland
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Mycoplasma Off™ Minerva Biolabs GmbH
Berlin, Deutschland
Natriumazid Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid

Fisher BioReagent
Geel, Belgien

Oxamidsaure-Natriumsalz (Oxamat)

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA

Penicillin-Streptomycin-L6sung
(10000 U; 10 mg/mil)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Deutschland

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.
Rockford, USA

Power SYBR® Green
RNA-to-Ct™ 1-Step Kit

Applied Biosystems
Waltham, USA

Precision Plus Protein™

Unstained Protein Standards

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Precision Protein StrepTactin-HRP

Conjugate

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Protease Inhibitor Cocktail (PIC)

Thermo Scientific GmbH
Langenselbold, Deutschland

Puromycin Dihydrochlorid

MedChemExpress LLC
Monmouth Junction, USA

Pyruvat Natrium (100 mM)

Life Technologies Corporation
New York, NY, USA

RPMI® 1640 P04-16500
(2 g/l Glucose)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

RPMI® 1640 P04-17550

(ohne Glucose)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

SDS BioChemica: A2572

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Sera Plus (Special processed FBS)
= Fetales Kalberserum (FKS)

PAN Biotech GmbH
Aldenbach, Deutschland

siRNA Transfection Medium
sc-36868

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Dallas, USA
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siRNA Transfection Reagent Santa Cruz Biotechnology Inc.
sc-295528 Dallas, USA
Sterillium® Bode Chemie GmbH

Hamburg, Deutschland

Sulfosalicylsdure Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG
Karlsruhe, Deutschland

TRI Reagent® Zymo Research
Irvine, CA, USA

Tris fur die Molekularbiologie Th. Geyer GmbH & Co. KG
Renningen, Deutschland

Trypsin/EDTA PAN Biotech GmbH
0,05 %0/0,02 % in PBS Aldenbach, Deutschland
Tween® 20 pure AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

4.1.6 Hergestellte Reagenzien

Tabelle 6: Hergestellte Losungen, Zellkulturmedien, Reagenzien und Puffer

Losungen und Puffer Zusammensetzung
2-Deoxyglucose Stammldsung 1 M 2-Deoxyglucose 1649
DPBS 10,0 ml
3-Bromopyruvat Stammlésung 100 3-Bromopyruvat 167,0 mg
mM DPBS 10,0 ml
A2780 Glucosemangelmedium Fetales Kélberserum 50 ml
W1 Glucosemangelmedium Penicillin/Streptomycin Ldsung
(10.000 I.E./ml) 5,0 ml
Glucose Stammldsung 2,5ml
L-Glutamin (200 mM) 5,0ml
RPMI® 1640 P04-17550 500 ml
A2780 Vollmedium Fetales Kalberserum 50 ml
W1 Vollmedium Penicillin/Streptomycin Lésung
(10.000 I.E./ml) 50ml
RPMI® 1640 P04-16500 500 ml
Blotting Detektionslosung Clarity™ Luminol solution 4 ml

Clarity™ Peroxide solution 4 ml
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BSA-L06sung fur Durchflusszytometrie BSA 05¢g
DPBS 50 ml
Cisplatin Stammlésung 5 mM Cisplatin 15,0 mg
DPBS 10,0 ml
Doxorubicin Stammlésung 10 mM Doxorubicin (HCI) 57,80 mg
DPBS 10,0 ml
Elektrolysepuffer, 1x Elektrolysepuffer, 10x 100 ml
Agua dest. 900 ml
Elektrolysepuffer, 10x SDS 50
Tris-Base 159
Glycin 72 ¢
Agua dest. 100 ml
Glucose Stammldsung (200 g/l) D-Glucose 49
DPBS 20 ml
Kryomedium DMSO 1,0 ml
FKS 9,0 ml
Magermilchpulverlésung Magermilchpulver 25¢g
TBS-T 50 ml
MCF-7 Vollmedium Fetales Kalberserum 50 ml

Penicillin/Streptomycin Ldsung

(10.000 I.E./ml) 5,0 ml

L-Glutamin (200 mM) 5,0ml

DMEM P04-03500 500 ml
MDA-MB-231 Glucosemangelmedium Fetales Kélberserum 50 ml

MCF-7 Glucosemangelmedium

Penicillin/Streptomycin Ldsung

(10.000 I.E./ml) 5,0 ml
Glucose Stammldsung 2,5ml
L-Glutamin (200 mM) 5,0 mi
DMEM P04-01548S1 500 ml
MDA-MB-231 Vollmedium Fetales Kalberserum 50 ml

Penicillin/Streptomycin Losung

(10.000 I.E./ml) 5,0ml
L-Glutamin (200 mM) 5,0 mi
Pyruvat (100 mM) 5,0 ml
DMEM P04-03500 500 ml
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Metformin Stammldésung 1 M Metformin (HCI) 1669
DPBS 10,0 mi
Mitoxantron Stammldsung 10 mM Mitoxantron (2x HCI) 51,7 mg
DPBS 10,0 mi
MTT Reagenz (5 mg/ml) MTT 50,0 mg
DPBS 10,0 mi
Oxamidsaure Stammlésung 100 mM Oxamidsaure-Natriumsalz 111,0mg
DPBS 10,0 mi
Primare Antikérperlosung fur BSA 05¢g
Western Blot (1:200-1:1000) Natriumazid 0,01g
(Verdunnungen abhangig von Antikorper Zielprotein 10— 50 pl
verwendetem priméaren Antikérper) Antikdrper housekeeping 10-50 pl
TBS-T 10 ml
Primer-Arbeitslosungen (1 uM) Primer-Stammldsung (50 uM) 1,0 pl
DNase/RNase-free water 49 ul
RT-PCR Mastermix + Probe (pro SYBR® Green PCR Mix (2x) 5,0 ul
Well) Primer-Arbeitslosung 1,0 ul
RT-Enzyme Mix (125x) 0,08 pl
RNA-Template (fuir 25 ng) 3,92 ul
Sekundare Antikdrperlésung fur Magermilchpulver 05¢g
Western Blot Anti-rabbit 1gG HRP 0-3 ul
(Zusammensetzung abhéngig von m-1gGk-BP-HRP 0-3 ul
verwendeten primaren Antikérpern) TBS-T 10 ml
Sulfosalicylsdurelésung (10 %0) Sulfosalicylsaure 109
Agua dest. 10 ml
TBS-Puffer, 10x Tris-Base 6,06 g
Natriumchlorid 4049
Agua dest. 100 ml
TBS-T Puffer Tween® 20 1,6 ml
TBS-Puffer, 10 x 80 ml
Agua dest. 720 ml
Transferpuffer, 1x Transferpuffer, 10x 100 mi
Agqua dest. 900 ml
Transferpuffer, 10x Tris-Base 15¢
Glycin 72 ¢
Agqua dest. 100 ml
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Zelllysepuffer PMSF [0,3 M in DMSQ] 3,4 ul
PIC (100x) 10 ul
Cell Extraction Buffer 1000 pl
4.1.7 Software
Tabelle 7: Verwendete Software
Software Entwickler

Ascent Software™ Version 2.6

Thermo Labsystems

Helsinki, Finnland

BioRender®

BioRender
Toronto, Canada

CFX Maestro V2.2

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

ChemDraw 18.1

Perkin Elmer LAS GmbH
Rodgau, Deutschland

Citavi 6.18

Swiss Academic Software GmbH

Waédenswil, Schweiz

FlowJo v.10.5.3

BD Life Sciences
Franklin Lakes, NJ, USA

GuavaSoft™ 3.3

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Image Lab™ Version 6.0.1

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

ImageJ 1.52a

Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA

Microsoft Excel 2019 fur Windows

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Microsoft Power Point 2019 fur Windows

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Microsoft Windows 10

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Microsoft Windows XP

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Microsoft Word 2019 fir Windows

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA
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Prism 8.4 fir Windows

GraphPad Software, Inc.
La Jolla, CA, USA

ZEN 3.0 (blue edition)

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland
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4.2 Zelllinien

4.2.1 MCF-7/MCF-7 MX

Aus dem Pleuraerguss einer metastasierenden Brustkrebserkrankung wurde 1973 an der Michigan
Cancer Foundation die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 etabliert. Die zundchst
freischwimmenden Tumorzellen wurden einer 69-jéhrigen kaukasischen Frau entnommen und tiber
mehrere Passagen adhdrent gezuchtet. Die Zelllinie weist eine vergleichsweise geringe
Aggressivitat und Invasivitat auf. Da die Tumorzellen sowohl den Estrogen-Rezeptor als auch den
Progesteron-Rezeptor exprimieren, ist eine antihormonelle Therapie mdglich. Unter anderem
deshalb werden die MCF-7-Zellen seit vielen Jahren in der Krebsforschung untersucht (238-240).
Die Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
bezogen.

Als MCF-7 MX wird eine mitoxantronresistente Subzelllinie der MCF-7-Zellen bezeichnet. Diese
wurde durch eine kontinuierlich steigende Exposition der parentalen MCF-7-Zellen gegeniiber des
Zytostatikums Mitoxantron generiert. Die Expression des breast cancer resistance protein (BCRP),
welches zur Klasse der ABC-Transporter gehort, ist in den Zellen deutlich erhéht. Dieser
Transporter ist flr einen erhéhten AusstoR des Zytostatikums verantwortlich, wodurch die
Widerstandsfahigkeit der Tumorzellen gegentber einer zytotoxischen Behandlung gesteigert ist
(241, 242). Die MCF-7 MX-Zellen wurden freundlicherweise von Dr. E. Schneider vom
Wadsworth Center Albany, USA zur Verfligung gestellt.

4.2.2 MDA-MB-231

Die als MDA-MB-231 betitelte Zelllinie wurde 1973 ebenfalls aus einem Pleuraerguss einer
kaukasischen Patientin mit Brustkrebs etabliert. Diese hatte bereits mehrere zytostatische
Behandlungen erhalten. Es wurde eine adh&rent wachsende, epitheliale Mammakarzinomzelllinie
geziichtet. Diese exprimiert weder den Estrogen-Rezeptor, noch den Progesteron- oder den
HER2-Rezeptor, weswegen die MDA-MB-231-Zellen der Gruppe der triple negative breast cancer
(TNBC) zugeordnet werden. Weiterhin weisen die MDA-MB-231-Zellen eine allgemein deutlich
grolRere Aggressivitat und Invasivitat als die MCF-7-Zellen auf. Die MDA-MB-231-Zellen dienen
als klassisches Modell zur Untersuchung von TNBC-Zellen, welche nicht mit einer zielgerichteten
Therapie angegriffen werden konnen, sondern bei deren Behandlung klassische zytotoxische
Substanzen eine groRere Rolle spielen (240, 243, 244). Die verwendeten Zellen wurden von der

Experimental Pharmacology and Oncology Berlin GmbH bezogen.
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42.1 A2780/A2780ADR/A2780cis
Bei den A2780-Zellen handelt es sich um eine adhéarent wachsende Ovarialkarzinomzelllinie. Die

Zellen wurden aus dem Tumorgewebe einer unbehandelten Patientin am National Cancer Institute
entnommen (245, 246).

Die A2780ADR-Zellen wurden durch wiederkehrende Exposition der parentalen Zellen gegeniber
Doxorubicin (alter Handelsname Adriamycin) generiert und weisen eine hohe P-gp Expression auf.
Bei P-gp handelt es sich um einen ABC-Effluxtransporter, der bei vielen Resistenzen eine Rolle
spielt (247, 248).

Die cisplatinresistente Variante der A2780-Zellen, die A2780cis-Zellen, wurden durch
wiederkehrende Behandlung mit steigenden Konzentrationen von Cisplatin erzeugt. Diese Zelllinie
zeichnet sich unter anderem durch eine erhéhte Konzentration des zytoprotektiven Glutathions aus
(245, 249).

Alle drei Zelllinien wurden von der European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC)

erworben.

4.2.2 W1/WI1CR

Das Zelllinienparchen W1/W1CR wurde von Professor Januchowski vom Institut fiir Medical
Science der Universitdt Posen zur Verfugung gestellt. Die W1-Zellen sind dem ovarialen
Adenokarzinom einer unbehandelten Patientin entnommen wurden. Bei den W1CR-Zellen handelt
es sich um die cisplatinresistente Zelllinie, welche in vitro durch Beimpfung mit inkrementell
steigenden Cisplatinkonzentrationen erzeugt wurde. Die finale Konzentration an Cisplatin betrug
dabei 1000 ng/ml. (250). Fir die Resistenz der W1CR scheint vor allem HSP27, als Teil des
MAPK-Signalwegs, von groRer Bedeutung zu sein (251).
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4.3 Zellkultur

43.1 Ubersicht

Alle untersuchten Zelllinien wachsen als adhdrenter Monolayer und werden zur Kultivierung bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Handhabung der verschiedenen Zelllinien beim Kultivieren
unterscheidet sich nur in Einzelheiten, wie zum Beispiel in dem verwendeten Zellkulturmedium.
Die Zusammensetzung des jeweils verwendeten Zellkulturmediums ist Kapitel 4.1.6 ,,Hergestellte
Reagenzien* zu entnehmen. Der Verlauf des Zellwachstums wird regelméfig lichtmikroskopisch
Uberprift, und spatestens bei dem Erreichen eines konfluenten Zustandes werden die Zellen
subkultiviert. Um den Nahrgehalt des verwendeten Zellkulturmediums nachzuverfolgen, ist allen
eingesetzten Zellkulturmedien der Indikator Phenolrot zugesetzt. Farbt sich dieser Indikator durch
die Akkumulation von sauren Stoffwechselendprodukten gelb, wird das Kulturmedium gewechselt,

um die Zellen mit frischen N&hrstoffen zu versorgen.

Um einer bakteriellen Verunreinigung der Zellkultur vorzubeugen, werden den Zellkulturmedien
Antibiotika zugesetzt. Weiterhin finden alle direkten Arbeiten mit den Tumorzellen steril in einem
Laminar-Air-Flow (LAF) statt. Aus diesem Grund wird auf3erdem sterilisiertes Verbrauchsmaterial
verwendet. Pipetten sowie andere Arbeitsgerate werden mittels Isopropanol oder Bacillol

desinfiziert oder erst nach Autoklavierung eingesetzt.

4.3.2 Subkultivierung und Zellzahlbestimmung

Um mit den Tumorzellen Experimente durchfiihren zu kénnen, oder um diese zu subkultivieren,
mussen die Zellen aus der Zellkulturflasche geerntet werden. Dazu wird als Erstes das alte
Zellkulturmedium aus der Zellkulturflasche mittels eines Absaugsystems entfernt. Um tote Zellen
und Zelltriimmer abzuwaschen, wird anschlie’end mit dem isotonischen Puffer DPBS der Zellrasen
abgespllt. Nachdem der Puffer abgesaugt wurde, werden die lebenden, adhérenten Zellen abgeldst.
Dafiir wird eine Trypsin/EDTA-LOsung in die Zellkulturflasche gegeben. Das Trypsin spaltet
adharenzvermittelnde Proteine, wahrend EDTA mehrwertige Kationen komplexiert, welche fiir die
Anhaftung der Zellen an der Zellkulturflasche nétig sind. Die Lésung wird gleichméafig verteilt und
die Zellkulturflasche im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; fiir 1-2 Minuten inkubiert. Nach der
Inkubation wird Zellkulturmedium in die Zellkulturflasche hinzugegeben und mit dem gesamten
Volumen mehrfach der Flaschenboden gespult, um auf diese Weise alle Zellen zu suspendieren.
Weiterhin dient das im Zellkulturmedium vorhandene FKS dazu die Proteaseaktivitat des Trypsins
zu beenden. Das gesamte VVolumen, welches sich in der Zellkulturflasche befindet, wird nun in ein
Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und fir 4 Minuten bei 450 g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Uberstands wird das ibrig gebliebene Zellpellet anschlieRend in frischem
Zellkulturmedium resuspendiert, und die Zellen kénnen nun fir Experimente verwendet oder in

eine neue Zellkulturflasche ausgesat werden.
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Falls fir ein Experiment eine definierte Zellzahl bendétigt wird, wird die Konzentration an Zellen in
der Zellsuspension mittels eines elektronischen Zellz&hlers bestimmt. Dafiir werden 20 pl aus der
erhaltenen Zellsuspension entnommen und in 10 ml sterilfiltrierter CASYton Ldsung suspendiert.
Diese Suspension wird anschlieBend mit einem CASY Modell TT Zellz&hler vermessen. Die
Messmethode des Zellzéhlers basiert grundlegend auf der Methode des Coulter Zéhlers. Dabei
werden die Zellen durch eine Kapillare gesaugt, an der durch zwei Elektroden Spannung angelegt
ist. Passiert nun eine Zelle diese Engstelle zwischen den Elektroden, &ndert sich aufgrund der
Leitfahigkeit der Zellmembran der elektrische Widerstand. Diese Widerstandsanderung ist
abhangig von der ZellgroRe. Dabei werden lebende Zellen mit intakter Zellmembran als groRer
wahrgenommen als tote Zellen, bei denen nur noch der Zellkern den Strom leiten kann. Auf diese
Weise ist eine Differenzierung zwischen toten und lebendigen Zellen und somit eine Berechnung
der Viabilitat moglich (252). Schlussendlich kann so aus der Anzahl der Signale auf die Zellzahl
geschlossen werden und tber die Hohe des jeweiligen Widerstands auf die ZellgréRe. Dadurch kann
eine Aussage Uber die GroRe und die Zellviabilitat der gemessenen Population getroffen werden
und dies fiir die Planung eines Experiments bertcksichtigt werden. Der Zellzéhler ist so eingestellt,
dass dieser zwei Messungen mit je 400 ul Probenvolumen durchfiihrt. Als lebende Zellen werden
Zellen mit einer GroRze zwischen 8 und 30 um dokumentiert.

4.3.3 Besonderheiten bei der Zellkultur der resistenten Zelllinien

Um die Resistenz der zytostatikaresistenten Zelllinien aufrechtzuerhalten, missen diese regelmafig

mit dem entsprechenden Zytostatikum beimpft werden.

Der Resistenzerhalt der MCF-7 MX-Zellen wird mittels der Zugabe von 0,1 uM Mitoxantron jede
5. Passage sichergestellt. Weiterhin werden die Zellen zwischen den durchgefiihrten Versuchen,
wie ihre parentale Zelllinie auch, in DMEM inkubiert, allerdings bendétigen die MCF-7 MX-Zellen
den doppelten FKS-Gehalt im Medium, um ordnungsgemaf proliferieren zu kénnen (248, 253).

Um die Widerstandsféhigkeit der cisplatinresistenten W1CR-Zellen aufrechtzuerhalten, wird alle
zwei Wochen am Tag nach der Subkultivierung Cisplatin hinzugegeben. Dabei betragt die
Zielkonzentration in der Zellkulturflasche 1000 ng/ml. Dies entspricht der maximalen

Konzentration, welche zur Etablierung der Resistenz verwendet wurde (250).

Die A2780cis-Zellen bendtigen seltener und nur bei nachlassender Resistenz eine Cisplatinzugabe.

Dabei wird die gleiche Cisplatinkonzentration verwendet wie bei den W1CR-Zellen.

Um die P-gp Uberexpression und somit die Resistenz der A2780ADR-Zellen aufrecht zu erhalten,

mussen diese Zellen regelmaRig mit 1 uM Doxorubicin beimpft werden (253).
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Um das Vorhandensein der erhohten Resistenz im Vergleich zu den jeweiligen parentalen Zelllinien
sicherzustellen, muss auf den Resistenzunterschied regelméaRig mittels eines MTT-Assays gepruft

werden.

4.3.4 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Um Zellen fiir einen langeren Zeitraum zu lagern, konnen diese eingefroren werden. Je nach Zelltyp
werden die Zellen entweder in flissigem Stickstoff bei -196 °C oder bei -80 °C in einem
Gefrierschrank gelagert. Um die Zellen einfrieren zu kénnen, missen diese zundchst, wie in Kapitel
4.3.2 ,,Subkultivierung und Zellzahlbestimmung* beschrieben, gewaschen, abgeldst, zentrifugiert,
resuspendiert und gezahlt werden. Nach dem Resuspendieren wird das entsprechende Volumen,
welches die gewiinschte Anzahl an Zellen enthélt, aus dem Zentrifugenréhrchen entnommen und
in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. AnschlieBend wird wieder zentrifugiert, das
Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen werden in Kryomedium resuspendiert. Diese
Suspension wird nachfolgend auf mehrere Kryogefalie aufgeteilt. Die befillten Kryogefale werden
in einen Mr. Frosty® gestellt und mit diesem zusammen in einem -80 °C Gefrierschrank
untergebracht. Der Mr. Frosty® soll ein langsames Absinken der Temperatur der Zellen
sicherstellen, damit diese nicht durch einen sprunghaften Temperaturabfall Schaden nehmen.
Nachdem die KryogefaRe einen Tag im Mr. Frosty® verbracht haben, kdnnen diese entweder weiter

in einem -80 °C Gefrierschrank oder in einem Tank mit fliissigem Stickstoff gelagert werden.

Bei dem Ausfrieren der Zellen ist darauf zu achten, dass diese mdglichst schnell in
Zellkulturmedium resuspendiert werden, da der hohe Prozentsatz an DMSO in dem verwendeten
Kryomedium zytotoxisch wirkt. Deshalb wird zunédchst ein Zentrifugenréhrchen mit
Zellkulturmedium vorbereitet und dann schrittweise das Volumen aus dem KryogefaR in das
Zentrifugenréhrchen berflhrt, wobei eine mdglichst griindliche und schnelle Durchmischung
erreicht werden soll. Nach vollstandiger Durchmischung kann die Suspension anschlielend in eine

Zellkulturflasche ausgesat werden.

Nach einigen Stunden, in denen die Zellen Gelegenheit hatten am Boden der Zellkulturflasche zu
adhdrieren, wird das Zellkulturmedium, in welchem sich noch DMSO befindet, aus der

Zellkulturflasche abgesaugt und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt.
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4.4 Glucosemessung

4.4.1 Messprinzip eines Blutzuckermesssystems

Fir die Verlaufskontrolle einer diabetischen Erkrankung werden von den Patienten zumeist
handliche Blutzuckermesssysteme eingesetzt. Diese ermdglichen, durch eine elektrochemische
Reaktion, eine Quantifizierung der Glucosekonzentration im Kapillarblut. Das Messprinzip eines
handelsiiblichen Blutzuckermesssystems basiert auf der spezifischen Umsetzung von Glucose
durch den Glucosedehydrogenase-FAD-Komplex. Die Elektroneniibertragung von Glucose auf
FAD wird elektrochemisch gemessen und erzeugt ein proportionales elektrisches Signal. Auf diese
Weise ist eine spezifische Quantifizierung der vorliegenden Glucosekonzentration méglich (254,
255).

4.4.2 Versuchsablauf

Die einfache, selektive Quantifizierung von Glucose wird in dieser Arbeit zur Untersuchung des
Glucoseverbrauchs der unterschiedlichen Tumorzelllinien verwendet. Dabei soll beobachtet
werden, ob sich zytostatikaresistente Zelllinien in ihrem Glucosestoffwechsel von ihren parentalen
Zelllinien unterscheiden. Als erster Anhaltspunkt soll daftir die Abnahme des Glucosegehalts im
Zellkulturmedium unter reguldren Wachstumsbedingungen mit fortschreitender Zeit untersucht

werden.

Der Versuchsablauf besteht aus dem Ausséen von 300.000 Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte,
wobei immer eine resistente Zelllinie mit einer parentalen Zelllinie verglichen wird. Die erste
Messung der Glucosekonzentration erfolgt direkt aus dem Zellkulturmedium, wéahrend jede weitere
Messung, nach jeweils 24 h, aus dem Uberstand der Zellen erfolgt. Dadurch kann der zeitliche
Verlauf der Glucoseabnahme im Zellkulturmedium beobachtet werden und zu den jeweiligen
Zeitpunkten die verbliebene Glucosekonzentration im Zellkulturmedium der parentalen Zellen mit
der der resistenten Zellen verglichen werden. Die statistische Auswertung des Glucosegehaltes in
Abhéngigkeit von der Zeit und der Zelllinie von mindestens drei unabhéngigen Versuchen erfolgt

mit Prism.
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4.5 MTT-Assay

451 Ubersicht

Ein klassisches Experiment zur Untersuchung der Viabilitat von Zellen ist dadurch mdglich, dass
nur lebende Zellen in der Lage sind den Farbstoff MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid) in ein violettes Formazan umzusetzen. Der genaue
Reaktionsmechanismus ist nicht abschlieBend geklart und es gibt mehrere Erklarungsansatze, wie
es zu der in Abbildung 13 dargestellten Reduktion kommt. Diese Reaktion kann unter anderem in
Mitochondrien intakter Zellen mithilfe von Succinat als Elektronendonator stattfinden. Allerdings
zeigen neuere Erkenntnisse, dass die Elektronendonatoren NADPH und NADH auferhalb der
Mitochondrien die Hauptrolle bei der Elektroneniibertragung auf das MTT zu spielen scheinen
(256). Die Menge des gebildeten Farbstoffes ist proportional zu der Anzahl lebender,
stoffwechselaktiver Zellen (257). Dieser Fakt macht den MTT-Assay vielseitig einsetzbar. Zum
einen wird der MTT-Assay zur Bestimmung der Viabilitdt von Zellen unter steigenden
Zytostatikakonzentrationen verwendet und erlaubt somit die Berechnung von ECso-Werten. Er kann
weiterhin auch dazu verwendet werden die allgemeine proliferative Aktivitat von Zellen bei

unterschiedlichen Behandlungen zu untersuchen.

\. J

Abbildung 13: Reduktion von MTT zu einem violetten Formazan durch Reduktionsprozesse lebender Zellen.

45.2 Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Die zu untersuchenden Zellen werden zunéchst, wie in Kapitel 4.3 ,,Zellkultur® beschrieben,
abgelodst, gewaschen, zentrifugiert, resuspendiert und gezahlt. Anschliefend werden in die inneren
60 Wells einer 96-Well-Platte jeweils 80 pl Zellsuspension mit einer definierten Zellzahl pipettiert.
Von den Ovarialkarzinomzelllinien A2780, A2780ADR, A2780cis, W1 und W1CR werden 10.000
Zellen, von den Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 15.000 Zellen, von den MCF-7 und
MCF-7 MX 4000 Zellen pro Well ausgesat. Zumeist werden technische Triplikate ausgesét und auf
jeweils eine Hélfte einer Platte eine Zelllinie pipettiert. Wie in Abbildung 14 dargestellt, werden in
die &uleren Wells der 96-Well-Platte 90 pl DPBS pipettiert. Dieses dient als Verdunstungsschutz,

damit in den inneren Wells mit Zellsuspension kein Zellkulturmedium verdunstet. Nach
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24-stindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO- werden die Behandlungen hinzugefiigt, sodass das
Endvolumen in jedem Well 100 pl betrégt. Die zweite Spalte der Platte dient als Negativkontrolle,
da in diese nur DPBS pipettiert wird. Unter dem Einfluss der Behandlung werden die Zellen weitere
72 Stunden inkubiert und der Assay wird anschlielend ausgewertet.

Nach der Inkubation mit dem Zytostatikum beziehungsweise mit den jeweils zu testenden
Substanzen werden fiir die Auswertung in jedes Well 20 pl MTT-Reagenz gegeben. Mit dieser wird
flir weitere 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit reduzieren die Ubrig gebliebenen,

lebenden Zellen das MTT zu violettem Formazan.

Nach der Inkubation wird die Flissigkeit aus den Wells entfernt und die wasserunldslichen
Formazankristalle werden in 200 ul DMSO geldst. Die Starke der Farbung der Lésung hangt von
der Menge des gebildeten Formazans ab, welche wiederum mit der Anzahl an lebenden Zellen
korreliert. Die Absorption der Farbung wird mit einem Multiskan® EX vermessen. Dieser
homogenisiert die DMSO-Formazan-L6ésung in den Wells durch Schiitteln und misst anschlieRend
die Absorption bei den Wellenlangen 570 nm und 690 nm. In der Nahe von 570 nm befindet sich
das Absorptionsmaximum des Formazansalzes, wahrend bei 690 nm die Hintergrundmessung
stattfindet. Die Werte der Hintergrundmessung werden von den Absorptionswerten der
Formazanmessung abgezogen. Die resultierenden Absorptionswerte sollen im Bereich des
Lambert-Beerschen Gesetzes liegen, damit die Korrelation zwischen der Absorption und der

Konzentration der Formazankristalle gilt.

parentale Zellen

LY

24 h 72h Th
—

resistente Zellen

Zellaussaat Behandlung Zugabe von MTT Vermessung

Abbildung 14: Schematischer Ablauf eines MTT-Assays. Erstellt mit BioRender.com

4.5.3 Untersuchung von Resistenzunterschieden mittels Bestimmung der ECso

Fur den Vergleich der Resistenz von unterschiedlichen Zelllinien ist es notwendig, das
Ansprechverhalten der Zelllinien gegeniiber einer zytotoxischen Behandlung zu quantifizieren.

Mittels des MTT-Assays kann die mittlere effektive Wirkkonzentration (ECso) bestimmt werden.
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Um die ECso einer Substanz zu bestimmen, werden die Zellen mit einer VVerdinnungsreihe dieser
Substanz beimpft. Da die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen bei den unterschiedlichen
Zelllinien unterschiedlich starke zytotoxische Effekte zeigen, missen die Verdinnungsreihen
angepasst werden, um den ECso-Wert moglichst gut bestimmen zu kénnen. Dazu wird versucht
moglichst gleichviele Messpunkte oberhalb und unterhalb der ECso zu erreichen. Eine weitere
Modifikation stellt die Abweichung von den standardmafig verwendeten Abstanden zwischen den
verschiedenen Konzentrationen einer Verdinnungsreihe dar. Der Ubliche Abstand zwischen den
verwendeten Konzentrationen betrégt eine halbe logarithmischen Einheit. Dies entspricht ungefahr
einem Faktor von 3,16. Abhangig von der Zelllinie und der verwendeten Substanz ist es notwendig
weitere Konzentrationen in der Nahe der zu erwarteten ECso zu testen, da nur durch diese erhohte
Auflésung eine ordnungsgemaRe Auswertung maoglich ist. Entsprechend sind die Konzentrationen

der verwendeten Verdlinnungsreihen in Abhéangigkeit von der Zelllinie und der Substanz in Tabelle

8 zu finden.

Probe/ Mito Doxo, Doxao, CDDP 3-BrPA 2-DG
10* [M] MDA A2780

1 PBS PBS PBS PBS PBS PBS
2 -8,5 -7,0 -8,0 -1,5 -6,0 -5,0
3 -8,0 -6,204 -1,5 -7,0 -5,5 -4,5
4 -7,5 -6,0 -7,0 -6,5 -5,0 -4,0
5 -7,0 -5,903 -6,5 -6,0 -4,75 -3,5
6 -6,5 -5,602 -6,0 5,5 -4,5 -3,0
7 -6,0 -55 -55 -5,0 -4,25 -2,5
8 -55 -5,301 -5,0 -4,5 -4,0 -2,0
9 -5,0 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -1,5
10 -4,5 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -1,0

Tabelle 8: Verwendete Verdunnungsreihen der getesteten Substanzen. Angegeben sind die Potenzen fir
eine Konzentration in mol/l. Mito: Mitoxantron, Doxo: Doxorubicin, CDDP: Cisplatin,
3-BrPA: 3-Bromopyruvat, 2-DG: 2-Deoxyglucose

Ausgewertet wird der Assay, indem die gemessenen Absorptionen zunéchst auf den hdchsten
Mittelwert eines technischen Triplikats der jeweilig vermessenen Zelllinie normalisiert werden.
Dies wird als 100 % Viabilitdt angesehen. Fir die Bestimmung des ECso-Werts werden diese
normalisierten Werte auf die verwendeten logarithmierten Konzentrationen aufgetragen. Aus der
sich ergebenden sigmoidalen Kurve kann am Wendepunkt der ECso-Wert mittels einer vier

parametrischen nicht linearen dose response Auswertung bestimmt werden.

Fir einen Obersichtlicheren Vergleich der Resistenzunterschiede zwischen zwei Zelllinien kann

durch das in Formel 1 gebildete Verhéltnis der gemessenen ECso-Werte der Resistenzfaktor
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berechnet werden. Dieser gibt an, um welchen Faktor der ECso-Wert einer Zelllinie grof3er oder

kleiner ist als der einer zweiten untersuchten Zelllinie.

ECsq (Zelllinie 1)
ECsq (Zelllinie 2)

Resistenzfaktor =

Formel 1: Formel zur Berechnung des Resistenzfaktors

Die ECso-Werte oder die Resistenzfaktoren werden von mindestens drei unabhéngigen

Versuchsreihen mit identischem Ablauf zusammengefasst und statistisch ausgewertet.

4.5.4 Untersuchung auf Proliferationseffekte mittels fixed-dose Assays

Da der MTT-Assay eine einfache Methode ist, um eine Aussage Uber die proliferative Aktivitat von
Tumorzellen zu treffen, kann dieser auch verwendet werden, um zu beobachten, wie stark das
Wachstum von Tumorzellen durch verschiedene, individuelle Behandlungen beeinflusst wird. In
dieser Arbeit wird zum Beispiel untersucht, ob ein verringerter Glucosespiegel im
Zellkulturmedium die resistenten und die parentalen Tumorzellen gleichermalen beeintrachtigt.
Dabei wird mit einer Konzentration von 1 g/l Glucose gestartet, welche bereits im hohen
Normbereich des Nuchternblutglucosewerts liegt. Als ndchste Konzentration wird 1,5 g/l gewahlt,
welche ungefahr dem postprandialen Wert eines Gesunden oder dem etwas erhohten
Nichternglucosewert eines Diabetikers entspricht. Eine Konzentration von 2,0 g/l entspricht
ungefdhr dem postprandialen Wert eines Diabetikers (258). Zusatzlich werden noch die
Konzentrationen von 3 g/l und 4,5 g/l untersucht, die nur in hochdiabetischen Zustanden auftreten
(185).

Ein weiteres Szenario, in dem der fixed-dose Assay verwendet wird, ist die Testung von einzelnen
bestimmten Zytostatika- und Bromopyruvatkonzentrationen. Dabei werden die zu testenden
Konzentrationen basierend auf den Ergebnissen der ECso-Untersuchungen gewéhlt. Diese im fixed-
dose Assay getesteten Konzentrationen sind jeweils Teil von den in Tabelle 8 aufgefiihrten
Verdiinnungsreihen. Mit der Untersuchung von beispielhaften Kombinationen aus Zytostatikum
und Glykolyseinhibitor wird Uberprift, ob die Kombinationsbehandlungen sich vorteilhaft
auswirken und ob die relative Proliferation stérker inhibiert ist als durch die jeweiligen

Einzelbehandlungen.

Zur Auswertung des fixed-dose Assays werden die Absorptionen ebenfalls auf das technische
Triplikat dessen Absorptionen den héchsten Mittelwert ergeben normalisiert. Dies ist in der Regel
die unbehandelte Kontrolle. Anschlieend werden die normalisierten Absorptionswerte mehrerer
Versuchsreihen zusammengefasst und der relative Einfluss auf die Proliferation durch die
unterschiedlichen Behandlungen direkt miteinander verglichen. Die statistische Auswertung erfolgt

von mindestens drei unabhangigen Versuchsansétzen mit PRISM.
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4.6 QPCR

4.6.1 Ubersicht

Die Expression von Enzymen ist unter anderem davon abhdangig, wie oft die genomische DNA
transkribiert wird. Die daftr benttigte RNA-Polymerase stellt bei einer erhdhten Expression mehr
mRNA zur Verfugung, welche dann fur die Translation durch Ribosomen zur Synthese der
funktionalen Enzyme verwendet werden kann (259). Das Ziel der qPCR ist es die vorliegende
mRNA-Menge zu quantifizieren, um somit eine Aussage Uber das Expressionsverhalten treffen zu

kodnnen.

In einem der PCR vorgelagerten Versuchsschritt wird die isolierte mMRNA zundchst mittels einer
Reversen Transkriptase in cDNA umgewandelt. Diese wird anschlieend bei der PCR selektiv
exponentiell vervielféltigt. Die Selektivitat der Vervielfaltigung wird durch die Verwendung von
Primern sichergestellt. Bei diesen handelt es sich um kurzkettige Nukleinsdauresequenzen. Nach
dem Aufschmelzen des cDNA-Doppelstrangs binden die Primer selektiv an komplementére
Sequenzen an der fur das Zielprotein codierenden cDNA. Von diesen aus wird jeweils ein neuer
Doppelstrang mittels einer DNA-Polymerase synthetisiert. Dieser kann nun wieder aufgeschmolzen
werden und 0ber erneute Primer-Anlagerung und DNA-Synthese ein exponentieller Zyklus
gestartet werden, welcher mehrfach wiederholt wird. In die DNA-Strdnge kann ein
Fluoreszenzfarbstoff interkalieren. Die Fluoreszenz von diesem wird nach jedem
Verdopplungszyklus semiquantitativ ausgewertet und l&sst einen Riickschluss auf die urspriinglich

vorliegende mMRNA-Menge zu.

4.6.2 Durchftuhrung der RT-gPCR

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wird durchgefuhrt, um die Ausmafle der
Expression von IGFBP-2 und von den Enzymen der Glykolyse Hexokinase 2,
Phosphofructokinase 1 und Pyruvatkinase zu untersuchen. Dabei wird festgestellt, ob die

Expression sich durch die Entwicklung einer Zytostatikaresistenz geéndert hat.

Die Probengenerierung erfolgt, indem fast konfluent gewachsene Zellen, wie in Kapitel 4.3
»Zellkultur< beschrieben, geerntet werden. Die Zellen werden nach dem Zentrifugieren mit PBS
gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wird das verbliebene Zellpellet bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Um die mRNA zu isolieren, wird das Direct Zol™ RNA Mini Prep Kit verwendet und entsprechend
der beiliegenden Anleitung verfahren. Der Ablauf umfasst dabei die Zelllyse mittels 700 pl
Tri Reagent®, und die Aufreinigung auf einer Zymo-Spin™ IIC Saule, mit mehreren
Waschschritten. Nach der Elution der mRNA von der Microséule mit RNase freiem Wasser werden

die mRNA-Konzentration und die Reinheit mittels eines Microspektrometers bestimmt. Das
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Verhdltnis zwischen Nukleotiden und Proteinen in der eluierten Probe wird als Reinheitsmal}
verwendet. Dieses wird durch den Quotienten aus den gemessenen Absorptionen bei 260 nm und
280 nm gebildet und soll moglichst nahe 2,0 sein.

Die extrahierte MRNA wird anschlieBend entweder bei -80 °C gelagert oder direkt mit dem 1-step
RT-gPCR-Kit von Applied Biosystems weiterverarbeitet. Dieses enthélt neben den klassischen
Bestandteilen eines PCR-Mixes, wie der DNA-Polymerase und den Nukleotiden, auch eine Reverse
Transkriptase. Aus diesem Grund koénnen in einem Versuchsaufbau direkt die generierten
MRNA-Proben verwendet werden und der Umweg Uber einen extra Versuchsschritt fir die cDNA-
Synthese entféllt. Die in dem Kit enthaltene Reverse Transkriptase sorgt in einem der gPCR
vorgeschalteten Schritt fur die Umwandlung der mRNA in cDNA. Mit dieser wird direkt
anschlielend die eigentliche Polymerase-Kettenreaktion durchgefihrt. Aufgrund der Kombination
der Reversen Transkriptase und der qPCR in einem Versuchsaufbau wird dieses Verfahren als
one-step RT-gPCR bezeichnet.

Nach der einmaligen reversen Transkription lauft die Polymerase-Kettenreaktion, wie in Abbildung

15 gezeigt, in drei Phasen ab, welche mehrfach wiederholt werden.
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Abbildung 15: Schematischer Ablauf der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion mit vorgeschalteter
reverser Transkription. (Zeitachse nicht malistabsgetreu). Denaturierung, Annealing und Elongation bilden
einen Zyklus, der mehrfach wiederholt wird.

In der ersten Phase wird der cDNA-Doppelstrang in zwei einzelstrdngige DNA-Molekiile
aufgeschmolzen. In der zweiten Phase findet die Primeranlagerung (Primer-Annealing) statt. Dabei
lagern sich der forward und der reverse Primer an die gegenlaufigen, einzelstrangigen
DNA-Matrizen an. Die dritte Phase wird als Elongation bezeichnet. In dieser Phase wird durch die
DNA-Polymerase, ausgehend von den Primern, ein neuer komplementirer DNA-Abschnitt
synthetisiert. Somit entstehen aus urspriinglich einem DNA-Strang zwei neue Strange, die aufgrund

des interkalierden SYBR Green | Farbstoffes fluoreszieren. Dieser interkalierende Farbstoff lagert
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sich in die kleine Furche der gebildeten doppelstrangigen DNA-Helix ein (260). Durch diese
Einlagerung wird ein Fluoreszenzsignal messbar, dessen Starke proportional zu der Menge der
gebildeten DNA ist. Die frisch synthetisierten DNA-Helices dienen als Vorlage fiir den nichsten
Zyklus der Polymerase-Kettenreaktion. Es handelt sich somit um eine exponentielle
Vervielféaltigung (260).

Es wird ein Versuchsansatz in einer 96 Well-Platte mit einem Gesamtvolumen von 10 ul pro Well
in technischen Triplikaten gewdhlt. Es werden weiterhin Proben ohne genetisches Material
eingeflhrt (no template controls), welche als Negativkontrollen fungieren. Sdmtliche Reagenzien
werden zwischen den Pipettierschritten auf Eis gelagert. Die Zusammensetzung des verwendeten
RT-PCR-Mix ist Kapitel 4.1.6 ,Hergestellte Reagenzien“ zu entnehmen. Das verwendete
Temperaturprogramm fir den gesamten Ablauf der RT-gPCR besteht aus den in Tabelle 9
aufgefuhrten Schritten.

Phase Temperatur Dauer [min]
Reverse Transkription 48 °C 30:00
cDNA-Denaturierung; 95°C 10:00
Aktivierung der Enzyme

Denaturierung 95°C 0:15
Annealing & Elongation 60 °C 1:00
Beendigung der Reaktion 95°C 0:15
Bestimmung des 60-95 °C 0:10 pro Schritt
Schmelzpunktes in 0,5 °C Schritten

Tabelle 9: Ablauf der RT-qPCR. Dabei wird der im Kasten eingeschlossene Komplex aus Denaturierung,
Annealing & Elongation 50-mal wiederholt. Die Fluoreszenz wird am Ende jeder Elongationsphase und
wahrend der Bestimmung des Schmelzpunktes nach jeder Temperaturerhhung gemessen.

4.6.3 Auswertung mittels AACt-Methode

Um mithilfe der Fluoreszenzintensitat die urspringlich vorliegende mRNA-Menge zu
guantifizieren, wird zunéchst der Ct-Wert (cycle threshold) bestimmt. Dieser gibt an wie viele
Quantifizierungszyklen notig sind, damit das gemessene Fluoreszenzsignal signifikant grofier ist
als die Hintergrundfluoreszenz. Die Ct-Werte werden durch die Software CFX Maestro bestimmt.
In dieser werden die Einstellungen so modifiziert, dass der Ct-Wert mittels einer nicht-linearen
Regression anhand der jeweiligen detektierten Fluoreszenzkurve eines Wells bestimmt wird.
Aulerdem wird festgelegt, dass die Ct-Wert-Bestimmung abhangig von dem jeweils verwendeten
Primerpaar sein soll und nicht ein gemeinsamer Fluoreszenzgrenzwert fir alle Primerpaare zur

Auswertung herangezogen wird.
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Nach Abschluss der Polymerase-Kettenreaktion wird auRerdem das Produkt aufgeschmolzen und
der Schmelzpunkt bestimmt. Dabei ist der Schmelzpunkt abhéngig von der jeweilig amplifizierten
cDNA-Sequenz und deren Verhéaltnis zwischen Guanin-Cytosin und Adenin-Thymin Paaren (261).
Aufgrund dessen weist jedes Produkt einen individuellen Schmelzpunkt auf. Die
Schmelzpunktbestimmung dient der Sicherstellung, dass es sich bei dem gebildeten
fluoreszierenden Produkt um tatsachlich nur eine Art von amplifizierter DNA handelt und nicht um
Verunreinigungen oder gebildete Primer-Dimere. Letztere hatten einen niedrigeren Schmelzpunkt
mit einer breiteren Schmelzkurve, beziehungsweise wéren bei einer Verunreinigung mehrere

Schmelzpunktmaxima bestimmbar (260, 261).

Nachdem mittels der Schmelzpunktbestimmung sichergestellt wurde, dass die gemessenen
Ct-Werte alle auf einem sauberen Produkt basieren, werden diese ausgewertet. Die erhaltenen
Ct-Werte sind nicht nur von der Expression, sondern auch von den Versuchsbedingungen abhéngig,
wie zum Beispiel der eingesetzten Template-Menge, dem verwendeten qPCR-Kit und dem
verwendeten Temperaturprogramm. Somit sind die Ct-Werte selbst als relative Werte zu verstehen,
die ohne weiteres keine direkte Quantifizierung oder Vergleichbarkeit zulassen. Diesem Umstand
wird Abhilfe geschaffen, indem neben den Ct-Werten der Zielproteine auch die Ct-Werte von
housekeeping-Genen mitbestimmt werden. Bei diesen handelt es sich zumeist um Strukturproteine,
deren relative Expression sich zwischen den untersuchten Proben nicht unterscheiden sollte. Dies
ermdglicht, dass ein Unterschied berechnet werden kann, welcher angibt, wie stark das Zielprotein
im Vergleich zum housekeeping-Gen exprimiert ist. Dieser Wert wird als ACt bezeichnet und

dessen Berechnung ist in Formel 2 dargestellt.
ACt = Ct (Zielgen) — Ct (housekeeping-Gen)

Formel 2: Berechnung des ACt-Werts.

Um nun die Expression in verschiedenen Zelllinien miteinander zu vergleichen, wird der berechnete
ACt-Wert von der zu untersuchenden Zelllinie mit dem ACt-Wert der Referenzzelllinie verrechnet.
Das resultierende Ergebnis wird als AACt-Wert bezeichnet. Dieser trifft eine Aussage daruber, um
wie viele Quantifizierungszyklen sich die Expression des Zielgens in der untersuchten Zelllinie im

Vergleich zur Referenzzelllinie unterscheidet (Formel 3).
AACt = ACt (Probe) — ACt (Referenz)

Formel 3: Berechnung des A4ACt-Werts.

Aus dem AACt-Wert wird anschlieRend die relative Genexpression mit Formel 4 berechnet. Diese
berucksichtigt, dass es sich bei der PCR um einen exponentiellen VVorgang handelt und mit jedem

durchlaufenen Zyklus sich die Menge der synthetisierten DNA verdoppelt. Das bedeutet somit, dass
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jeder Unterschied eines AACt-Werts um einen Zahlenwert von eins mit einer jeweils verdoppelten

(oder halbierten) Expression einhergeht.

relative Genexpression = 2~ (AACH)

Formel 4: Berechnung der relativen Genexpression aus dem AACt-Wert.

Die anschlielende statistische Auswertung der relativen Genexpression von mindestens drei

biologischen Replikaten wird mittels PRISM durchgefiihrt.
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4.7 Proteinanalytik mittels Gelelektrophorese und Western Blot

4.7.1 Ubersicht

Mittels gPCR kann zwar auf schnellem Weg eine Aussage uber die Menge an vorhandener mRNA
in einer Zelle getroffen werden, dies sagt allerdings noch nicht zwangsweise etwas dartiber aus, wie
viel funktionales Protein schlussendlich seine Aktivitat in einer Zelle entfaltet. Zur relativen
intrazelluléren Proteinquantifizierung wird deshalb die antikorperbasierte Methode des Western
Blots verwendet. Zur Vorbereitung werden zundchst Zellen lysiert und somit deren gesamtes
Proteom freigegeben. Dieses wird dann elektrophoretisch nach Molekularmasse aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Membran (bertragen. Auf dieser kann hochspezifisch mittels
Antikérperbindung und Chemilumineszenz die Menge des vorliegenden Zielproteins
semiquantitativ im Vergleich zu einer Kontrollbehandlung bestimmt werden. Der grobe
schematische Ablauf ist in Abbildung 16 dargestellt und wird nachfolgend erldutert.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Proteinquantifizierung mittels Gelelektrophorese und Western
Blot. Erstellt mit BioRender.com.

4.7.2 Probengenerierung und Lysatgewinnung

Allgemein werden die zu untersuchenden Zelllinien zunachst, wie bei der Probenvorbereitung der
PCR-Experimente auch, in einer Zellkulturflasche ausgesat und nach 72 h, bei nahezu konfluentem
Zustand, geerntet und wie nachfolgend beschrieben lysiert. Bei der Untersuchung des Einflusses
vom Glucosegehalt des Zellkulturmediums auf die IGFBP-2-Expression wird das Schema leicht
modifiziert. Die Zellen werden zunéchst in einem Glucosemangelmedium mit FKS ausgesét und
nach 24 Stunden wird das Zellkulturmedium gewechselt. Dabei wird auf FKS freies Medium
gewechselt und die Glucosekonzentration entweder bei 1 g/l belassen oder wieder auf die fur die
untersuchten Mammakarzinomzelllinien standardmaiige Konzentration von 4,5 g/l erhdht. Nach

weiteren 48 h werden anschlielend die Proben geerntet.

Um die Zellen lysieren zu koénnen, missen diese zundchst, wie im Kapitel 4.3 , Zellkultur
beschrieben, geerntet, zentrifugiert und nochmal mit PBS gewaschen werden. AnschlieRend wird
erneut zentrifugiert und die Zellpellets werden in einem Zelllysepuffer bestehend aus CEB, PMSF
und PIC resuspendiert. Die Lyse findet statt, wahrend die Zellen in dieser Mischung fir eine halbe
Stunde bei 4 °C in einem Thermomixer® bei 800 rpm inkubiert werden. PMSF und PIC werden

zugesetzt, um den Abbau der Proteine durch Proteasen zu inhibieren. Nach der Inkubation werden
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unlésliche Bestandteile und Zelltrimmer bei 15.000 g fiir 10 Minuten abzentrifugiert, sodass die
klaren Uberstande mit den gelsten, zu untersuchenden Proteinen abgenommen werden konnen.
Die Uberstande enthalten nun die isolierten Proteine und kénnen bis zur Verwendung bei -80 °C
gelagert werden.

4.7.3 Proteinquantifikation mittels BCA-Assay

Um bei der Gelelektrophorese eine moglichst gleichméiige Taschenbeladung gewéhrleisten zu
konnen, werden zunachst die Konzentrationen der extrahierten Proteinldsungen bestimmt. Dazu
wird ein BCA-Assay durchgefiihrt. Bei dieser kolorimetrischen Methode reduzieren die zu
guantifizierenden Proteine zweiwertige Kupferionen zu einwertigen Kupferionen. Diese Reduktion
wird hauptséachlich durch die Oxidation der Aminosduren Cystein, Tryptophan und Tyrosin
ermoglicht. Die reduzierten, einwertigen Kupferionen bilden mit der zusétzlich eingesetzten
Bicinchoninsédure einen farbigen Komplex (262). Dabei ist die Menge an gebildetem Farbstoff
proportional zu der Proteinmenge, sodass diese mittels einer Absorptionsmessung und dem

Lambert-Beerschen-Gesetz quantifiziert werden kann.

In der praktischen Durchfiihrung werden die Lysate zunédchst mit hochreinem Wasser 1:10, 1:20,
1:50 und 1:100 verdiinnt. Diese Verdlnnungen werden je als technische Duplikate in eine 96 Well-
Platte pipettiert. Zusatzlich wird als externer Standard eine BSA-Verdinnungsreihe mit
Konzentrationen zwischen 0 pg/ml und 400 pg/ml in die Platte pipettiert. Diese
Standardverdunnungsreihe ermdglicht eine absolute Konzentrationsbestimmung. AnschlieRend
werden pro Well 200 pl einer Mischung aus BCA-Puffer und Kupfersulfat aus dem Pierce™ BCA-
Protein-Assay-Kit hinzugegeben und die Proben werden fir eine Stunde bei 60 °C inkubiert. Nach
anschlieender Homogenisierung werden die Absorptionen bei 570 nm vermessen und mittels der
Kalibriergerade der BSA-Standards werden die Konzentrationen der Lysatproben bestimmt. Nach
Berlicksichtigung des Verdunnungsfaktors wird zur Auswertung der Mittelwert der Ergebnisse aller

vier Verdunnungsstufen der jeweils zu untersuchenden Proteinlésung herangezogen.

4.7.4 Gelelektrophorese

Bevor eine Quantifizierung des Zielproteins mittels einer spezifischen Antikorperdetektion
stattfinden kann, mussen die Proteine in den Zelllysaten zundchst mittels einer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) der Grolie nach aufgetrennt werden. Daflr wird mittels
SDS die Tertidrstruktur der Proteine zerstort und die Eigenladung der Molekiile maskiert, sodass
eine Trennung ausschlieBlich aufgrund der MolekilgroRe, respektive des Molekulargewichts
erfolgt. Das SDS ist im Laemmli-Puffer enthalten, der bei der Probenvorbereitung zu den Lysaten
gegeben wird. Dieser enthdlt auRerdem Bromphenolblau zur Sichtbarmachung einer
Laufmittelfront und Glycerin fir die Dichteerhéhung der Probe, was ein Pipettieren in die Taschen

des Gels erleichtert. Aus den Zelllysaten wird ein entsprechendes VVolumen entnommen, welches
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20 pg Protein enthélt und mit dem gleichen VVolumen an 2x Laemmli-Puffer gemischt. Nach dem
Versetzen der zu untersuchenden Proben mit dem Laemmli-Puffer wird die Mischung fur funf
Minuten auf 95 °C erhitzt, um somit die Proteinauffaltung zu erleichtern. AnschlieRend werden die
Proben neben einem Proteingrdfienstandard in ein stain free Gel pipettiert, welches in einer mit
Elektrophoresepuffer gefiillten Laufkammer mit Elektroden eingespannt ist. Die Elektrophorese
wird bei 200 V und 350 mA fir 45 Minuten durchgefihrt.

AnschlieBend wird eine stain free Detektion durchgefihrt. Bei dieser handelt es sich um eine UV-
Belichtung des Gels, durch welche die Gesamtproteinmenge visualisiert werden kann. Dabei
reagieren Trihalogenverbindungen, welche im stain free Gel enthalten sind, durch die
UV-Anregung mit Tryptophanresten der Proteine, wodurch ein starkes Fluoreszenzsignal gemessen
werden kann (263, 264). Die Messung dieses Fluoreszenzsignals dient zur Erfolgskontrolle der
Elektrophorese und ermdglicht weiterhin die Quantifizierung des spéter detektierten Zielproteins
in Relation zum gesamten Proteingehalt der jeweiligen Probe.

475 Western Blot

Nach der Elektrophorese und der stain free Detektion werden anschlieend die Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen, da nur auf dieser eine Antikérperdetektion stattfinden kann. Dafir
wird ein sogenanntes Blot-Sandwich zusammengesetzt. Dieses besteht aus dem Gel und einer zuvor
durch Methanol aktivierten PVDF-Membran, welche gemeinsam zwischen Filterpapieren und
Schwédmmen eingebettet liegen. Die Proteine werden mittels eines elektrischen Feldes zur
Migration von dem Gel auf die Membran gebracht. Durch die Uberfiihrung auf die Membran wird
das SDS entfernt, sodass die Tertiarstruktur der Proteine wiederhergestellt wird, welche notwendig
fiir die Antikdrperdetektion ist (265). Praktisch verwendet wird die Methode des wet blots. Daflr
wird das Blot-Sandwich in einem Gestell in eine mit Transferpuffer gefiillte Kammer eingespannt.
An die Elektroden wird eine Spannung von 100V und eine Stromstdarke von 350 mA fir
45 Minuten angelegt. Die Ubertragung soll bei einer mdglichst niedrigen Temperatur ablaufen.

Dies wird durch die Verwendung von kaltem Transferpuffer und einem Kihlelement sichergestellt.

Nach dem Transfer wird das Sandwich auseinandergebaut und die Membran entnommen. Um vor
der Antikoérperzugabe unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wird die Membran fir
90 Minuten in einer Milchpulverldsung inkubiert und anschlieBend mehrfach mit TBS-T
gewaschen. Nachfolgend wird der gegen das Zielprotein gerichtete monoklonale primare
Antikorper auf die Membran gegeben. Nach gleichméfRiger Verteilung kann die Bindung Uber
Nacht stattfinden. Am nédchsten Tag wird die primare Antikorperldsung entfernt und es folgen
Waschschritte mit TBS-T. Anschliefend wird eine L6sung von einem sekundéren Antikorper zu
der Membran hinzugegeben. Der sekundéare Antikérper bindet an das tierspezifische Epitop des

priméren Antikorpers. Da der sekundére Antikdrper mit HRP konjugiert ist, ist anschlieRend eine
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quantitative Lumineszenzreaktion mdglich. Die HRP ist in der Lage das zugegebene
Luminolreagenz umzusetzen, sodass dessen Chemolumineszenz anschliefend vermessen werden
kann. Das Lumineszenzsignal ist schlussendlich von der Menge des zu detektierenden Zielproteins
abhéngig, da an diesem proportional viel primarer Antikdrper gebunden ist, an welchem wiederrum
der sekundére Antikdrper mit der HRP gebunden hat. Dies ermdglicht somit, nach der Belichtung

mit einem ChemiDoc™ XRS+, eine semiquantitative Auswertung.

4.7.6 Auswertung

Die gemessene Chemilumineszenz ist, wie bereits erwdhnt, abhéngig von der Menge des
Zielproteins. Entsprechend kann die Auswertung mittels der Intensitit des Lumineszenzsignals,
was in der ImageLab® Software als Bandenintensitat dargestellt ist, erfolgen. Somit kann eine
semiquantitative Aussage Uber die vorliegende Proteinmenge im Vergleich zu einer Kontrolle
getroffen werden. Zunéchst missen allerdings potenzielle Beladungsunterschiede der Geltaschen
berucksichtigt werden. Damit wird sichergestellt, dass ein beobachteter Expressionsunterschied des
Zielproteins zwischen zwei Proben nicht auf einer Abweichung der jeweilig vermessenen
Gesamtproteinmenge beruht. Dafur wird mittels des zuerst aufgenommenen stain free Bildes die
Gesamtproteinmenge jeder einzelnen Probe mittels der Fluoreszenzintensitat bestimmt und

bezogen auf eine gemeinsame Referenz der jeweilige Beladungsfaktor mit Formel 5 bestimmt.

Fluoreszenz Gesamtproteinmenge Referenz

Beladungsfaktor =
9sf Fluoreszenz Gesamtproteinmenge Probe

Formel 5: Berechnung des Beladungsfaktors mittels der Gesamtproteinmengen aus der stain free-Messung.

Im néchsten Schritt kann anschlielend die Lumineszenzintensitdt des Zielproteins von den
jeweiligen Proben bestimmt werden. Dafir wird zundchst die background substraction so
eingestellt, dass das Integral des Signals eindeutig und basisliniengetrennt bestimmt werden kann.
AnschlieBend wird das Lumineszenzsignal einer Probe relativ zu der Kontrollbehandlung
ausgewertet. Daflr wird die Bandenintensitiat des Zielproteins bei der untersuchten Probe ins
Verhaltnis zu der Bandenintensitat des gleichen Proteins bei einer Kontrollbehandlung gesetzt. Das
Ergebnis wird mit dem Beladungsfaktor multipliziert und auf diese Weise sichergestellt, dass die
unterschiedliche Beladung der Geltaschen ausgeglichen ist. Fur diese Operation wird Formel 6

verwendet.

Bandenintensitat Zielprotein Probe

relative Proteinmenge = * Beladungsfaktor

Bandenintensitat Zielprotein Kontrolle

Formel 6: Berechnung der relativen Zielproteinmenge.

Die resultierende relative Proteinmenge von mindestens drei unabhdngigen Proben wird

anschlielend mittels PRISM statistisch ausgewertet.
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4.8 Proteinanalytik mittels ELISA

481 Ubersicht

Eine weitere antikdrperbasierte Mdglichkeit fir die Quantifizierung von Proteingehéltern ist der
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Bei diesem werden in der Regel, im Gegensatz
zum Western Blot, keine Zelllysate verwendet, sondern der ELISA wird direkt zur Detektion von
in Flussigkeit gelosten Proteinen eingesetzt. Ein klassischer Anwendungsfall ist die Bestimmung
der Konzentration eines Zielproteins im Zellkulturmedium. Auf diese Weise kann untersucht
werden, wie Tumorzellen untereinander kommunizieren und sich gegenseitig zum Beispiel zum
Proliferieren anregen konnen. Der Assay wird zumeist in einem Sandwich-Verfahren durchgefuhrt.
Dafiir werden zwei Antikorperarten verwendet, welche an unterschiedliche Epitope des
Zielproteins binden. Das Zielprotein wird zundchst mittels eines capture antibody, welcher auf
einer Mikrotiterplatte verankert ist, immobilisiert. Danach folgen mehrere Waschschritte, um
ungebundene, sonstige Proteine zu entfernen. Abschlielend wird ein detection antibody
hinzugegeben, welcher an ein anderes Epitop des Zielproteins bindet. Der detection antibody ist in
der Regel mit einer HRP konjugiert, welche einen Farbstoff umsetzen kann. Dabei wird
klassischerweise Tetramethylbenzidin (TMB) als Farbstoff verwendet. Es gilt wieder die
proportionale Korrelation, dass je mehr Protein vorhanden ist, desto mehr Farbstoff wird gebildet.
Auf diese Weise ist eine kolorimetrische Auswertung mittels einer Absorptionsmessung moglich.
Da bei einem ELISA zumeist eine externe Standardkalibriergerade mit aufgenommen wird,

ermdglicht dieser eine absolute Quantifizierung des Zielproteins.

capture antibody HRP konjugierter detection HRP erzeugt aus TMB
immobilisert nur Zielprotein antibody bindet am Zielprotein farbiges Substrat
T™MB
HRP s
— . — L]
. " detection AB
Zielprotein \ \ .
A\ A\ A\ farbiges
\ capture AB \( \r Produkt
66 6 & ® &6 ) ) |

Abbildung 17: Detektionsprinzip des ELISA. Erstellt mit BioRender.com.

4.8.2 ELISA zur IGFBP-2 Bestimmung

In dieser Arbeit wird ein ELISA verwendet, um die extrazellulare Konzentration von IGFBP-2 zu
bestimmen. Dabei wird zum einen untersucht, ob eine Deregulation des IGFBP-2-Gehalts durch
die Inkubation von Tumorzellen bei unterschiedlichen Glucosekonzentrationen beobachtet werden
kann. Weiterhin wird untersucht, ob zytostatikaresistente Mammakarzinomzellen einen hdheren
IGFBP-2-Gehalt in ihrer Umgebung aufweisen und ob sich somit die extrazellulare IGFBP-2
Konzentration als Marker einer Zytostatikaresistenz zeigt. Die Untersuchung des extrazellularen
IGFBP-2 ist relevant, da dieses unter anderem durch das Binden an zellmembranstdndigen

Proteinen Effekte innerhalb einer Tumorzelle auslésen kann (163).
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Zur Probengenerierung werden die Zellen in einem glucosearmen Zellkulturmedium
(1 g/l Glucose) mit FKS ausgesat. Das FKS ermdglicht den Zellen das Anwachsen am Boden der
Zellkulturflasche. Nach 24 Stunden wird das Medium gegen FKS freies Medium ausgetauscht und
jeweils bei einer Behandlung einmal die Standardglucosekonzentration von 4,5 g/l und einmal die
Hungerglucosekonzentration von 1 g/l eingestellt. Nach weiteren 72 h Inkubation wird jeweils ein

Aliquot des Zellkulturmediums abgenommen und bis zur Untersuchung bei -20 °C gelagert.

Mit den Zelluberstanden wird der ELISA durchgeflhrt. Dabei wird sich an die Anweisungen des
Quantikine® ELISA Human IGFBP-2 Immunoassay-Kit der Firma R & D Systems gehalten.
Zunéchst wird mit dem enthaltenen rekombinanten IGFBP-2 eine Standardkalibriergerade
hergestellt, mit Konzentrationen zwischen 20 ng/ml und 0,313 ng/ml IGFBP-2 in 1:1
Verdinnungsschritten. Diese wird anschlieRend neben den Proben in die mit dem capture antibody
vorbeschichteten Wells pipettiert. Alle Proben werden als technische Duplikate untersucht. Nach
2 Stunden Inkubationszeit hat der capture antibody das IGFBP-2 gebunden und es erfolgen mehrere
Waschschritte. Danach wird der detection antibody hinzugegeben und abermals fir eine Stunde
inkubiert. AnschlieRend wird wieder gewaschen und die Substratreagenz hinzugegeben. Mit dieser
findet unter Lichtausschluss die Farbstoffbildung statt, welche nach 30 Minuten durch die Zugabe
von Schwefelséure beendet wird. Durch die Zugabe der Schwefelsaure &ndert sich die Farbe von
blau zu gelb und die Farbintensitat kann mittels einer Absorptionsmessung bestimmt werden. Die
Absorptionsmessung des Farbstoffes findet bei 450 nm und die Hintergrundmessung bei 570 nm
statt. Die gemessenen Absorptionen sollen im Bereich des Lambert-Beerschen-Gesetzes liegen,

damit von den gemessenen Absorptionen auf die Konzentrationen geschlossen werden kann.

4.8.3 Auswertung

Da eine Standardkalibiergerade mit rekombinantem IGFBP-2 aufgenommen wird, ist eine absolute

Quantifizierung des IGFBP-2-Gehalts von den zu untersuchenden Proben méglich.

Die Auswertung der Absorptionswerte erfolgt mit PRISM. Mittels der Absorptionsmesswerte der
Standards wird eine nichtlineare vierparametrische logistische Regression durchgefiihrt. Mittels
dieser Standardkurve kann von den gemessenen Absorptionen der zu untersuchenden Proben auf
die  IGFBP-2-Konzentrationen  geschlossen  werden.  Auf die  Signifikanz  der
Konzentrationsunterschiede zwischen den unterschiedlichen Zelllinien und Behandlungen wird

nach mindestens drei biologischen Wiederholungen statistisch mit PRISM getestet.
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4.9 Durchflusszytometrie

49.1 Ubersicht

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, welches es erlaubt, einzelne Zellen
im Rahmen einer Population zu untersuchen. Dies ermdglicht einen detaillierten Einblick in das
zellulare Geschehen, da auf diese Weise eine Aussage Uber lebendige Zellen getroffen werden kann
und nicht, wie zum Beispiel beim Western Blot, erst eine ganze Zellpopulation lysiert werden muss.

Fir die Untersuchung wird von dem Durchflusszytometer eine Zellsuspension vereinzelt, sodass
anschlielend, beim Durchfiihren der Zellen durch eine Kapillare, jede Zelle einzeln mittels eines
Lasers bestrahlt werden kann. Aus dem resultierenden Streulicht I&sst sich zum einen die Grol3e der
Zelle mittels des forward scatters (FSC) bestimmen. Zum anderen kann mit dem um 90°
gebrochenem Licht die Granularitat der Zelle mittels des side scatters (SSC) bestimmt werden.
Diese beiden Parameter ermdglichen schon eine erste Charakterisierung der untersuchten Zellen
aufgrund ihrer GroRe und ihres Aufbaus. Auf diese Weise ist es moglich zwischen verschiedenen

Zellpopulationen und zwischen ganzen Zellen und Zelltrimmern zu unterscheiden.

Mittels der monochromatischen Laserbestrahlung kénnen weiterhin Fluorophore angeregt werden.
Die resultierende Fluoreszenzstrahlung wird durch ein komplexes Filtersystem aufgetrennt, sodass
in verschiedenen Wellenlangenbereichen die Fluoreszenzintensitat gemessen werden kann. Diese
gemessene Fluoreszenzintensitat ermdglicht eine semiquantitative Auswertung im Vergleich zu
einer Kontrollbehandlung. Zum einen kdénnen dabei entweder mittels fluorophorgebundener
Antikdrper Zielproteine oder auch in die Zelle aufgenommene fluoreszierende Einzelsubstanzen

quantifiziert werden (266).

4.9.2 Versuchsablauf

In dieser Arbeit wird das Durchflusszytometer dazu verwendet, um festzustellen, ob die
Behandlung mit Bromopyruvat bei den untersuchten Zelllinien einen Einfluss auf die intrazellulare
Doxorubicinkonzentration aufweist. Diese Untersuchung liegt nahe, da die Hauptwirkung von
Bromopyruvat in der Hemmung des Energiestoffwechsels postuliert ist, was mit einer verringerten
ATP-Verfligbarkeit einhergeht. Dies ist relevant, da der Resistenzmechanismus gegeniber
Doxorubicin in der Regel auf der Uberexpression von ABC-Effluxtransportern beruht, welche ATP
als Substrat fur die Aufrechterhaltung ihrer Aktivitat benétigen (130, 267).

Die zu untersuchenden Zellen werden in 6-Well-Platten ausgesat und nach 24 h mit den zu
testenden Behandlungen beimpft. Dabei werden, basierend auf den beim MTT-Assay bestimmten
ECso-Werten, beispielhafte Konzentrationen von Doxorubicin und Bromopyruvat gewahlt. Nach
72 h Inkubationszeit werden die Zellen geerntet. Um ein vollstandiges Bild Uber die gesamte

Zellpopulation zu erhalten, werden nicht nur die lebenden, sondern auch die toten Zellen mittels
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Durchflusszytometrie untersucht. Dazu werden zunichst die Uberstande aus den Wells
abgenommen und zentrifugiert, um die toten, nicht mehr adhérenten Zellen zu pelletieren. Die
zellfreien Uberstande werden anschlieRend abgesaugt und die mit Trypsin aus den Wells geernteten
Zellen hinzugegeben. Nach Waschschritten mit DPBS und einer BSA-L3sung werden die Zellen
anschlielend als technische Duplikate in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit einem
Durchflusszytometer vermessen. Fur die Messung wird zunéchst anhand des FSC und des SSC ein
gate angelegt, in dem die erwartete Zellpopulation auftritt. AnschlieBend wird das
Durchflusszytometer so eingestellt, dass pro Well 5000 Events in diesem Gate gemessen werden
sollen. Die Messempfindlichkeit (gain) der verschiedenen Wellenlangenbereiche, bei denen die
Fluoreszenz gemessen wird, wird so angepasst, dass die Eigenfluoreszenz der Zellen im

Messbereich zwischen 10-100 relativen Fluoreszenzeinheiten liegt.

4.9.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgt mittels der Software FlowJo, indem die gemessenen Einzelsignale zuerst
mittels eines gates sortiert werden. Daflr werden mittels FSC und SSC die vermessenen Zellen
eingegrenzt und die Zelltrimmer fir die Auswertung ausgegrenzt. Dies wird gemacht, um die
storende hohe Autofluoreszenz der Zelltrimmer aus der Auswertung zu exkludieren. Das
verbliebene Signal entspricht dann nur noch der Fluoreszenz des intrazellular aufgenommenen
Doxorubicins und einer geringen Autofluoreszenz der Zellen, die allerdings durch die
semiquantitative, vergleichende Auswertung ausgeglichen wird. Die Fluoreszenz des Doxorubicins
wird durch einen blauen Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt und die
Fluoreszenzintensitat wird im Rotbereich, in einem Wellenldangenbereich von 695 + 50 nm,
ausgewertet. Dazu werden die Mittelwerte der Fluoreszenzsignale der technischen Duplikate
gebildet und diese anschlielend auf eine Kontrollbehandlung normalisiert. Die normalisierte
relative Fluoreszenz wird anschlieBend in PRISM statistisch ausgewertet. Dabei werden mindestens

drei biologisch unabhéngige Versuche zusammengefasst.
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4.10 Migrationsassay

4.10.1 Ubersicht

Der Migrationsassay bietet eine simple Mdglichkeit eine Aussage Uber die Beweglichkeit von
Tumorzellen zu treffen. Nachdem einem konfluenten Zellrasen ein scratch zugefugt wurde und
somit ein zellfreier Spalt entstanden ist, migrieren die Tumorzellen am Rand der Licke in diese
hinein und versuchen sie zu schlieen. Dies wird mittels regelmaRiger, lichtmikroskopischer
Aufnahmen beobachtet. Die Zeit, die die Tumorzellen benétigen, um die Liicke zu schliel3en,
ermdglicht eine Aussage Uber die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen. Da dieser Effekt nicht von
der Proliferation gestort werden soll, wird der Assay zumeist in wachstumsfaktorfreiem
Zellkulturmedium  durchgefiihrt. Dadurch wird sichergestellt, dass die beobachtete
Spaltverkleinerung nur auf der Motilitdt beruht und nicht auf sonstigen proliferativen Effekten
(268).

Der grundlegende Versuchsablauf ist schematisch in Abbildung 18 dargestellt. Dieser beginnt mit
dem Ausséaen einer zuvor optimierten Zellzahl in serumhaltigen Zellkulturmedium. Die Zellzahl
wird dabei so gewahlt, dass nach Anwachsen der Zellen sich ein konfluenter Zellrasen gebildet hat.
Ist dies geschehen, wird das Zellkulturmedium gewechselt und serumfreies Medium auf die Zellen
gegeben. In dem Zellrasen wird auRerdem ein Spalt erzeugt. Eine Mdglichkeit diesen zu erzeugen
ist, dass mittels einer Pipettenspitze ein scratch eingetragen wird. Eine alternative Maglichkeit zur
Spaltgenerierung ist die Verwendung von Inlays, die beim Aussden der Zellen einen
entsprechenden Spalt blockieren, in dem die Zellen nicht anwachsen kénnen. Dieses Inlay wird
nach dem Anwachsen der Zellen, beim Wechsel des Zellkulturmediums, entfernt. Der entstandene
zellfreie Spalt wird in regelmé&Rigen Abstanden mit einem Mikroskop beobachtet und es werden
Bildaufnahmen getatigt. Somit wird nachverfolgt, inwieweit die Zellen sich in den Spalt

reinbewegen.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung eines Migrationsassays. Erstellt mit BioRender.com
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4.10.2 Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit in Abhangigkeit des Glucosegehaltes
und von IGFBP-2

Der Migrationsassay wird in dieser Arbeit verwendet, um zu untersuchen, wie sich die

MCF-7-Zellen und die MDA-MB-231-Zellen in ihrem Migrationsverhalten bei unterschiedlichen

Glucosekonzentrationen unterscheiden. Weiterhin wird getestet, ob die Zugabe von rekombinantem

IGFBP-2 einen Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit hat.

Die zu untersuchenden Zellen werden zundchst in FKS-haltigem Medium mit nur 1 g/l Glucose in
die Wells einer 24 Well-Platte ausgesat. Innerhalb von 24 Stunden wachsen die Zellen am Boden
der Wells an. Die niedrige Glucosekonzentration soll bewirken, dass die Tumorzellen ihre
Glucosereserven aufbrauchen und anschlieBend besser der tatséchliche Effekt von
unterschiedlichen Glucosekonzentrationen im Zellkulturmedium untersucht werden kann (185).
Von den MDA-MB-231-Zellen werden 350.000 und von den MCF-7-Zellen 500.000 pro Well
ausgesat. Die MCF-7-Zellen werden mit Inlays ausgesat, welche beim Zellkulturmediumwechsel
nach 24 Stunden entfernt werden. Hingegen wird im Zellrasen der MDA-MB-231-Zellen beim
Zellkulturmediumwechsel — mittels  einer  Pipettenspitze ein  scratch  erzeugt. Der
Zellkulturmediumwechsel beinhaltet die Umstellung auf FKS-freies Medium und weiterhin auch
die Anpassung der Glucoselevels. Entweder wird eine Glucosekonzentration von 1 g/l beibehalten
oder die Glucosekonzentration wird auf das flir Mammakarzinomzellen standardméfige Level von

4,5 g/l erhéht. Weiterhin wird bei bestimmten Behandlungen rekombinantes IGFBP-2 hinzugefugt.

Die erste Aufnahme mit einem Lichtmikroskop wird unmittelbar nach Erzeugung der zellfreien
Licke durchgefihrt. Die weiteren Aufnahmen erfolgen jeweils im Abstand von 24 h. Mittels der
Software ZEN® und ImageJ werden die aufgenommenen Bilder ausgewertet. Dazu wird die Flache
des Spaltes graphisch bestimmt. Die Flache zum Zeitpunkt der Erzeugung des Spalts wird als 100 %
gesetzt und in Abhéangigkeit von der Zeit wird die Flache der spateren Messungen auf diese
Startmessung normalisiert. Die statistische Auswertung der relativen Spaltflachen zu den
verschiedenen Zeitpunkten wird von mindestens drei unabhéngigen Versuchsansatzen mittels
PRISM durchgefihrt.
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4.11 Knockdown mittels siRNA

4.11.1 Ubersicht

Um die Bedeutung eines Proteins fiir das zellulare Geschehen mdglichst genau feststellen zu
konnen, bietet es sich an, die Expression des Proteins zu vermindern und anschlieend zu testen,
ob sich das Verhalten der untersuchten Zellen &ndert. Eine Mdglichkeit zur Reduktion der
Expression ist der transiente Knockdown mittels siRNA. Bei diesem bleiben die eigentlichen Gene,
wie auch das bereits vorhandene Protein, unberuhrt. Allerdings wird die vorhandene mRNA,
welche zur Proteinsynthese bendtigt wird, abgebaut. Das restlich vorhandene Protein kann zwar
noch seine Funktion austiben, da allerdings die Zellen weiterhin proliferieren und sich teilen, und
aufgrund fehlender mRNA kein Protein nachsynthetisiert werden kann, ist die Menge des restlich

vorhandenen Proteins relativ bedeutungslos.

Bei der Durchfilhrung des transienten siRNA vermittelten Knockdowns werden zunéchst
verschiedene dsRNA-Strange in die Zelle eingeschleust. Dafuir werden bestimmte kationische
Lipide genutzt, um die Zellmembran temporér durchgéngig zu machen. Bei den in die Zelle
eingebrachten dsRNA-Strangen handelt es sich um kurzkettige doppelstrangige RNA-Molekiile.
Diese werden durch den Dicer in jeweils zwei einzelstrangige siRNA-Molekile aufgetrennt. Diese
sind komplementar zu jeweils verschiedenen Basenfolgen in der fur das Zielprotein kodierenden
MRNA. Die siRNA-Molekille werden wvon dem RNA-induced silencing complex (RISC)
aufgenommen und binden dort an den entsprechenden komplementéaren Sequenzen der ebenfalls
aufgenommenen mRNA. Dies ermdglicht dem RISC die mRNA abzubauen, welche somit nicht
mehr fir die Translation zur Verfiigung steht (269).

Weil das Genom nicht beeinflusst wird und die siRNA-Menge begrenzt ist und bei dem Prozess
ebenfalls gespalten wird, kann nur die aktuell vorhandene mRNA abgebaut werden. Somit handelt
es sich um einen transienten Knockdown und das Zielprotein wird wieder normal exprimiert,

nachdem die siRNA verbraucht ist. Der schematische Ablauf ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung eines transienten Knockdowns mittels siRNA. Erstellt mit
BioRender.com.

4.11.2 Knockdown von HXK2 und IGFBP-2

In dieser Arbeit wird untersucht, inwiefern die Expression von IGFBP-2 einen Einfluss auf das
Resistenzverhalten von Mammakarzinomzelllinien ausilibt. Weiterhin wird getestet, welche
Bedeutung die Expression von HXK2 flir das Resistenzverhalten von Ovarialkarzinomzelllinien
hat. Ziel beider Untersuchungen ist es zu tberprifen, ob der jeweilige Verlust des Proteins einen
Einfluss auf die Widerstandsfahigkeit der Tumorzellen gegeniiber einer zytotoxischen Behandlung
hat. Ist dies der Fall, bedeutet das, dass diese Proteine sich somit moglicherweise als Targets fiir
eine Chemosensitivierung eignen. Auflerdem kann mit dem Knockdown tberprift werden, ob die

Zielproteine wichtig flr die Wirkung von bestimmten Inhibitoren sind.

Der Versuchsablauf des Knockdowns erstreckt sich tiber mehrere Tage. Grundsétzlich wird sich an
das Protokoll des Herstellers der Materialien, Santa Cruz Biotechnology, gehalten. Allerdings
werden einige Schritte optimiert und andere VVorgange des Versuches veréndert.

Am ersten Tag des Versuches werden die Zellen in ihrem jeweiligen normalen Wachstumsmedium
ausgesat. Dabei werden von den Mammakarzinomzelllinien 250.000 Zellen pro Well und von den
Ovarialkarzinomzelllinien 300.000 Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte mit jeweils 2 ml
Zellkulturmedium ausgesat. Am zweiten Tag wird das Knockdown-Reagenz, bestehend aus dem
Transfection Reagent und der siRNA, nach 30-minUtiger gemeinsamer Prainkubation, auf die
Zellen gegeben. Dabei werden immer 6 pl Transfection Reagent verwendet. Fir den IGFBP-2
Knockdown werden 8 pl siRNA und fir den HXK2 Knockdown 6 pl siRNA eingesetzt. Es wird
zum einen siRNA verwendet, die zum Ziel hat, die Expression des Zielproteins zu vermindern, und
zusétzlich auch noch eine Kontrollbehandlung (scrambled control) eingefiihrt. Diese durchlauft den
identischen Vorgang wie die eigentliche Probe, allerdings bindet die hier eingesetzte siRNA in
einem nicht kodierenden mRNA-Bereich. Auf diese Weise hat man eine Kontrollbehandlung, fir
die zwar der Versuchsablauf der gleiche ist, aber deren Proteinexpression nicht verandert ist. Flr

den besten Knockdown-Effekt werden die Zellen nun 24 Stunden unter dem Einfluss der
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siRNA-Behandlung inkubiert. Anschlielend wird zu der Transfektionsmischung fir weitere
24 Stunden Zellkulturmedium mit dem doppelten FKS und dem doppelten Antibiotikagehalt
hinzugegeben, damit die Zellen anfangen kdnnen wieder normal zu proliferieren. Am Tag danach
wird diese Mischung, die auch noch das Knockdownreagenz enthélt, entfernt und die Zellen werden
mit reguldrem Zellkulturmedium versorgt. Einen weiteren Tag spater kann, somit am 5. Tag,
begonnen werden mit den Zellen Experimente durchzufiihren. Zum einen wird ein Teil der Zellen
lysiert und mit den Lysaten ein Western Blot durchgefuhrt. Auf diese Weise soll die
Knockdowneffektivitat Oberprift und somit sichergestellt werden, dass die Expression des
Zielproteins tatsachlich reduziert ist. Weiterhin werden MTT-Assays ausgesat, um zu untersuchen,
wie sich die Zellen mit einer reduzierten Menge des Zielproteins im Vergleich zur scrambled

control gegenuber einer zytotoxischen Behandlung verhalten.
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4.12 Statistik

Zur statistischen Auswertung aller Experimente wird GraphPad PRISM 8.4 verwendet. Alle
statistischen Auswertungen werden von mindestens drei unabhéngigen biologischen Replikaten
durchgefiihrt. Zum Vergleich zweier Proben wird ein t-Test verwendet. Wenn mehr als zwei Proben
ausgewertet werden sollen, die abh&ngig von einer Variable sind, wird dies mittels eines One-Way
ANOVA getan. Wenn ein Effekt untersucht werden soll, der abhéngig von zwei Variablen ist, wie
zum Beispiel bei dem Glucoseverbrauchs-Assay oder der Glucoseproliferation, wo die Variable
Zeit oder Glucosekonzentration und Zelllinie getestet wird, wird ein Two-Way ANOVA verwendet.

Die Signifikanzniveaus der gezeigten Asteriske werden wie folgt verwendet: p < 0,05: *, p < 0,01:
** p<0,001: *** und p > 0,05: nicht signifikant (ns).

Bei der Darstellung von Histogrammen wird als LagemaR das arithmetische Mittel gewahlt und mit
den Fehlerbalken als Streuungsmal die Standardabweichung.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 IGFBP-2-Expression in Mammakarzinomzellen

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung IGFBP-2 fiir représentative
Mammakarzinomzelllinien besitzt und inwiefern die IGFBP-2-Expression durch die extrazellulére

Glucosekonzentration beeinflusst wird.

Zunéchst wurde getestet, ob der Glucosespiegel einen Einfluss auf die IGFBP-2-Expression austbt.
Dazu wurden MCF-7-Zellen unter verschiedenen Glucosebedingungen auf ihre IGFBP-2-
Expression, sowohl auf MRNA-Ebene als auch auf intrazellularer und extrazellularer Proteinebene,
untersucht. Die mMRNA-Expression wurde mittels AACt-Methode und den housekeeping-Genen
B-Actin und GAPDH auf die Expression von IGFBP-2 in solchen MCF-7-Zellen normalisiert, die
bei einem niedrigen Glucoselevel gewachsen sind. Die mittels Western Blot bestimmte
Proteinmenge wurde ebenfalls auf die IGFBP-2-Expression von Zellen, die bei einem niedrigen
Glucosegehalt gewachsen sind, normalisiert. Das sezernierte IGFBP-2 konnte mittels ELISA und
einer externen  Standardkurve absolut quantifiziert ~werden. Die festgestellten
Expressionsunterschiede sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: IGFBP-2 von MCF-7-Zellen gewachsen bei 4,5 g/l Glucose im Vergleich zu 1,0 g/l Glucose.

Auf mRNA-Ebene zeigte sich kaum eine Deregulation der Expression von IGFBP-2. Auf der Ebene
des intrazelluldren IGFBP-2, also bei Betrachtung der Zelllysate, traten starke Schwankungen auf,
wobei eine deutliche, aber nicht signifikante, Tendenz in Richtung einer erhdhten

IGFBP-2-Expression bei einem erhoéhten Glucoselevel sichtbar war. Am deutlichsten war der
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Einfluss der Glucose auf das extrazelluldre IGFBP-2 zu sehen (Faktor ~1,34), wobei auch dort keine
Signifikanz festgestellt werden konnte.

Als weiterer Aspekt wurde untersucht, inwieweit sich IGFBP-2 als Marker fir eine
Zytostatikaresistenz in mitoxantronresistenten Zellen eignen koénnte. Dabei wurde auf den
IGFBP-2-Gehalt in den MCF-7 MX-Zellen, im Vergleich zu den parentalen MCF-7-Zellen,
getestet. Die MCF-7 MX-Zellen weisen eine ca. 4000-fach hdohere Resistenz gegeniber
Mitoxantron auf als die normalen MCF-7-Zellen (241). Es wurden die gleichen Untersuchungen
durchgefihrt, wie bei der Testung bezuglich des Einflusses des Glucosegehalts. Ob der umgebende
Glucosespiegel einen Einfluss auf die IGFBP-2-Expression der MCF-7 MX-Zellen ausiibt, konnte
nicht untersucht werden, da die mitoxantronresistenten Zellen bei dem reduzierten Glucosespiegel
von 1 g/l Glucose nicht lebensféhig waren und somit keine Proben generiert werden konnten. Dies
gab allerdings einen Hinweis darauf, dass zytostatikaresistente Zelllinien stark von Glucose
abhéngig sein kdénnen.
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Abbildung 21: IGFBP-2-Gehalt der MCF-7-Zellen im Vergleich zu MCF-7 MX-Zellen.

Bei dem in Abbildung 21 dargestellten IGFBP-2-Gehalt der MCF-7-Zellen, im Vergleich zu dem
Gehalt in den MCF-7 MX-Zellen, zeigte sich eine signifikant erhthte Expression in den
mitoxantronresistenten Zellen. Diese Erh6hung war sowohl bei der mRNA-Menge (Faktor ~1,9),
als auch beim intrazelluléren (Faktor ~2,7) und extrazelluléren (Faktor ~2,2) IGFBP-2 sichtbar.
Dies deckt sich auch mit den Erkenntnissen von anderen Forschungsgruppen, bei deren
Untersuchungen IGFBP-2 bei zytostatikaresistenten Zellen ebenfalls stark hochreguliert war (236,
237). Somit unterstreichen die hier gewonnenen Kenntnisse, dass IGFBP-2 mdglicherweise ein

Marker fir eine Chemoresistenz darstellen kénnte.
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5.2 Einfluss von Glucose und IGFBP-2 auf das Migrationsverhalten

Die erhohte Invasivitat von Tumorzellen ist ein entscheidender Faktor der Malignitdt von Tumoren
und trégt entscheidend zum Prozess der Metastasierung bei. Die Zelldynamik kann in vitro durch
Migrationsassays beobachtet werden. Um den Einfluss von Glucose beziehungsweise von IGFBP-2
auf die Invasivitdt von Mammakarzinomzellen zu untersuchen, wurde ein von der Proliferation
unabh&ngiger Migrationsassay durchgefiihrt. Untersucht wurde dabei die Zellmigration in einen
zuvor in den Zellrasen gebildeten Spalt.

Die MCF-7-Zellen wurden bei unterschiedlichen Glucosekonzentrationen und jeweils mit und ohne
den Zusatz von rekombinantem IGFBP-2 untersucht. Als Dosis wurden 50 ng/ml IGFBP-2 gewabhlt,
welche dem ca. 2,5-fachen der eigenen Produktion der MCF-7-Zellen entspricht (Abbildung 21)

und nahezu die Menge betrégt, die von den MCF-7 MX-Zellen sezerniert wird.

In Abbildung 22 ist der Verlauf der GréRRe der Spaltflache tber die Zeit dargestelit. In der Abbildung
zeigt sich, dass der Glucosespiegel nur einen geringen Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit
der MCF-7-Zellen entfaltet hat. Bei 4,5 g/l Glucose migrierten die Zellen nicht signifikant schneller
als bei der geringeren Glucosekonzentration. Die Zugabe von IGFBP-2 (ibte ebenfalls keinen
signifikanten vorteilhaften Effekt auf die Migrationsgeschwindigkeit aus. Es waren nur leichte
Tendenzen zu erkennen, dass die IGFBP-2-Zugabe bei einer niedrigen Glucosekonzentration die
Migrationsfahigkeit etwas steigerte, wéahrend bei einer hohen Glucosekonzentration das Gegenteil
der Fall war. Allgemein waren die Spaltflichen nach 72 h durchschnittlich nur um ein relativ
geringes MaR auf 77-86 % des jeweiligen Ursprungsspalts geschrumpft, was flir eine geringe
Migrationsfahigkeit der MCF-7-Zellen spricht.
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Abbildung 22: Einfluss der Glucosekonzentration und von exogenem IGFBP-2 auf die Migration von
MCF-7-Zellen.

Fir eine alleinige Messung der Migration, ohne den Einfluss der Proliferation, wurde nach dem

Anwachsen der Zellen auf FKS-freies Medium gewechselt. Da die mitoxantronresistenten
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MCF-7 MX-Zellen durch die Entwicklung der Resistenz stark in ihrem Stoffwechsel mutiert sind,
uberlebten diese Zellen den Wechsel auf FKS-freies Medium nicht. Somit konnte der Assay mit
dieser Zelllinie nicht durchgeftihrt werden. Dies lieferte abermals einen Hinweis darauf, dass diese
zytostatikaresistente Zelllinie einen veranderten Stoffwechsel aufweist und eine bessere
Nahrstoffversorgung benétigt.

Zusatzlich zu den MCF-7-Zellen wurden auch MDA-MB-231-Zellen auf ihre Migrationsfahigkeit
untersucht. Diese Zelllinie exprimiert, wie in Vorversuchen getestet und in der Literatur bestatigt,
kein IGFBP-2 (235). Bei der Untersuchung dieser Mammakarzinomzelllinie zeigte sich zum einen,
dass der Glucosespiegel einen deutlich groReren Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit nahm.
Weiterhin resultierte bei diesem Zellsystem die Zugabe von 100 ng/ml IGFBP-2 (270), in einer
etwas erhéhten Migrationsgeschwindigkeit. Die Ergebnisse der IGFBP-2-Zugabe bei einem
niedrigen Glucosespiegel waren nicht auswertbar. In Abbildung 23 ist eine Zusammenfassung der
Messreihen gezeigt und in Abbildung 24 sind beispielhafte Aufnahmen der Migration der
MDA-MB-231-Zellen dargestellt. Im Durchschnitt betrug die Spaltflache nach 48 h bei den Zellen,
die nur bei 1,0 g/l Glucose kultiviert wurden, noch 78 %, wahrend bei einer Inkubation mit 4,5 g/l
Glucose die Spaltflache im Durchschnitt nur noch 58 % des urspriinglichen Spalts, bei Zugabe von
IGFBP-2 sogar nur 51 %, betrug. Allerdings konnte bei statistischen Tests keine Signifikanz

festgestellt werden.
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Abbildung 23: Einfluss von Glucose und IGFBP-2 auf das Migrationsverhalten von MDA-MB-231-Zellen.

Aus den Daten der Migrationsassays lasst sich schlieRen, dass ein hoherer Glucosespiegel einen
fordernden Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit der untersuchten Mammakarzinomzellen
nehmen konnte. Allerdings zeigte sich bei den MCF-7-Zellen, welche bereits selbst IGFBP-2
exprimieren, durch die Zugabe wvon weiterem rekombinanten IGFBP-2  kein
geschwindigkeitserhthender Effekt. Die Zugabe von IGFBP-2 erhohte allerdings in geringem
MalRe die Migrationsfahigkeit der MDA-MB-231-Zellen, welche selbst kein IGFBP-2 exprimieren.

Allerdings war dieser Effekt im Rahmen der durchgeflihrten Messreihe nicht signifikant.
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Oh 24 h

Abbildung 24: Fotos einer beispielhaften Migrationsmessung der MDA-MB-231-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten. A: 4,5 g/l Glucose, B: 4,5 g/l Glucose + 100 ng/ml IGFBP-2, C: 1,0 g/l Glucose
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5.3 Einfluss von Glucose und rekombinantem IGFBP-2 auf das

Resistenzverhalten

Da sich bei den MDA-MB-231-Zellen ein Einfluss des IGFBP-2 auf das Migrationsverhalten der
Zellen zeigte, wurde anschlieBend getestet, ob IGFBP-2 einen Einfluss auf die
Zytostatikawiderstandsfahigkeit der Tumorzellen entfaltet. Dabei wurde gleichzeitig mit

untersucht, ob auch ein unterschiedlicher Glucosespiegel einen Effekt austiben kann.

Bei den Experimenten mit den MDA-MB-231-Zellen zeigte sich in den ECso-Werten von
Doxorubicin eine groBe Abhéngigkeit von der Glucosekonzentration des Zellkulturmediums. So
war der ECso-Wert bei einer hohen Glucosekonzentration fast 50 % gréRer als bei einer niedrigen.
Durch die Zugabe von 100 ng/ml rekombinantem IGFBP-2 wurde die Widerstandsfahigkeit um
weitere 17 % gesteigert und war signifikant erhéht (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Widerstandsfahigkeit der MDA-MB-231-Zellen gegenliber Doxorubicin, angegeben als
ECso, in Abhangigkeit von der Glucosekonzentration und IGFBP-2 (100 ng/ml).
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5.4 Einfluss eines IGFBP-2-Knockdowns auf die Zytostatikaempfindlichkeit

Nachdem festgestellt wurde, dass die Erhéhung des fur die MCF-7-Zellen zur Verfligung stehenden
IGFBP-2 weder einen Vorteil fir deren Uberlebensfahigkeit unter einer Zytostatikabehandlung
(Abbildung 26), noch fiir die Migration brachte (siehe Kapitel 5.2), wurde untersucht, ob der
Verlust des von den Zellen selbst exprimierten IGFBP-2 eine merkliche Veranderung auf das
zellulére Verhalten gegeniiber einer Zytostatikabehandlung austibt.

150

T

5

g 50- 37% 35%
0 T T

Abbildung 26 Einfluss von IGFBP-2, Mitoxantron (Mito), und IGFBP-2 in Kombination mit Mitoxantron
auf die Viabilitat von MCF-7-Zellen.

Durch den siRNA-vermittelten-Knockdown von IGFBP-2 in den MCF-7-Zellen wurde die
IGFBP-2-Expression auf ca. 40 % gesenkt (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Relative IGFBP-2-Proteinexpression nach siRNA-vermitteltem-Knockdown.

Waéhrend Uzoh et al. durch den Knockdown von IGFBP-2 eine reduzierte Widerstandsféhigkeit der
von ihnen untersuchten Prostatatumorzellen gegenlber Zytostatika nachweisen konnten (271),
wurde in dieser Arbeit bei den untersuchten Mammakarzinom-Knockdown-Zellen kein Effekt
sichtbar. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen. Der linke Graph
stellt dar, wie sich die Knockdown-Zellen und die scrambled-Zellen jeweils bei ausgewahlten,
unterschiedlichen Behandlungen verhalten haben. Normalisiert wurde dabei auf die unbehandelte
Kontrolle der jeweiligen Zelllinie. Dabei war ein ahnliches Verhalten beider Varianten sichtbar.
Dies impliziert, dass der Knockdown von IGFBP-2 eine in diesem Kontext zu vernachlassigende
Bedeutung besitzt. Die Zugabe von IGFBP-2 allein wies einen tendenziell eher negativen Einfluss
auf die Viabilitat auf. Als Dosis wurde dabei die bei den MDA-MB-231-Zellen als wirkungsvoll
etablierten 100 ng/ml gewahlt. Auch bei der Behandlung der Zellen mit Mitoxantron konnte
IGFBP-2 dessen zytotoxischen Effekt nicht abmildern, sondern verstérkte ihn im Gegenteil
tendenziell sogar nicht signifikant. Beim direkten Vergleich der Zelllinien miteinander zeigte sich
weiterhin, dass die Knockdown-Zellen bei allen Behandlungen tendenziell besser proliferierten als

die korrespondierenden scrambled-Zellen (rechter Graph in Abbildung 28).
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Abbildung 28: Links: Effekte von unterschiedlichen Behandlungen bei MCF-7-scrambled- und Knockdown-
Zellen. Rechts: Vergleich der Viabilitat der scrambled- und der Knockdown-Zellen bei unterschiedlichen

Behandlungen.
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5.5 Zwischenfazit IGFBP-2 in Mammakarzinomzellen

Die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich des Einflusses von IGFBP-2 auf Tumorzellen zeigen, dass
IGFBP-2 keinen bemerkenswerten Effekt auf die zelluldren Eigenschaften der untersuchten
Mammakarzinomzellen hinsichtlich Invasivitat und Sensitivitat austbt. Bei den MDA-MB-231-
Zellen, welche kein IGFBP-2 exprimieren, erhghte die Zugabe von rekombinantem IGFBP-2 die
Migrationsgeschwindigkeit der Zellen zwar leicht, aber nicht signifikant. Allerdings steigerte es
signifikant die Widerstandsfahigkeit der Zellen gegenuber einer Doxorubicinbehandlung. In den
MCEF-7-Zellen konnte hingegen weder durch die Reduzierung des IGFBP-2-Spiegels durch einen
Knockdown, noch durch die Zugabe von zusétzlichem, rekombinanten IGFBP-2 eine Veranderung
des Zellverhaltens in den verwendeten Assays nachgewiesen werden. Es zeigte sich einzig, dass die

mitoxantronresistente Subzelllinie MCF-7 MX eine hohere IGFBP-2-Expression aufwies.

Die beobachteten Effekte liegen vermutlich in dem komplexen Zusammenspiel des IGF-Systems
begriindet. IGFBP-2 selbst kann zwar einen Einfluss auf die zelluldren Aktivitdten nehmen,
allerdings ist der regulierende Effekt von IGFBP-2 auf die Aktivitat der IGFs in dieser Arbeit nicht
beriuicksichtigt. Es gibt zwar Studien, in denen der Knockout von IGFBP-2 zu einer erhéhten
Zytostatikaempfindlichkeit, einer Reaktivierung von PTEN und einer verringerten Proliferation
gefuhrt hat (166, 171), allerdings konnte auch ein gegenteiliger Effekt gezeigt werden. In der
Forschungsarbeit von Juncker-Jensen et al. wurde beobachtet, dass IGFBP-2 in resistenten Zellen
Uberexprimiert war und somit einen Resistenzmarker darstellen konnte. Allerdings hatte der
Knockout von IGFBP-2 keinen Einfluss auf das Wachstum von resistenten Zellen und somit schien

dieses in dem untersuchten System nicht essentiell zu sein (237).

Eine weitere mogliche Erklarung der beobachteten Effekte kdnnte sein, dass verschiedene Mengen
fur unterschiedliche Effekte des IGFBP-2 verantwortlich sind. So koénnte es einen
Konzentrationsbereich geben, in dem IGFBP-2 fur Tumorzellen vorteilhafte Effekte austibt, aber
eine Steigerung Uber diese Konzentration hinaus keinen weiteren Nutzen bringt. Entsprechendes
wurde bereits von Foulstone et al. beobachtet (171). Weiterhin wére denkbar, dass tber ein
verstarktes Abfangen von IGF sogar proliferationshemmende Effekte ausgeiibt werden kdnnten.
Ahnliche Uberlegungen ergeben sich bei der Reduktion des IGFBP-2-Levels. Zum einen kénnten
dadurch mehr IGF-1 und IGF-2 freigesetzt werden oder diese besser kontinuierlich freigegeben
werden, was in einem proliferationsfordernden Effekt resultieren kdnnte (162). Zum anderen wird
durch den in dieser Arbeit verwendeten IGFBP-2-Knockdown die Menge des IGFBP-2 nur
reduziert und dessen Expression nicht komplett ausgeschaltet. Die verbleibende Menge an IGFBP-2
ist dabei moglicherweise ausreichend, um den IGF-unabhé&ngigen Effekt auszulésen und die vor

dem Knockdown relativ hohere Expression zur Ausiibung der Effekte gar nicht notwendig.
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5.6 Glucoseabhangigkeit von Tumorzellen

Bei den |IGFBP-2-Untersuchungen wurde beobachtet, dass die mitoxantronresistente
MCF-7 MX-Zelllinie extrem empfindlich auf Glucosemangel reagierte. Dies wurde zum Anlass
genommen, in verschiedenen Ovarialkarzinomzelllinien, welche bei einem Glucosemangel nicht
sofort starben, den Glucosestoffwechsel weitergehend zu untersuchen und zu testen, ob dieser sich
in resistenten Zelllinien, im Vergleich zu den parentalen Zelllinien, unterscheidet.

Zur ersten funktionalen Untersuchung wurde der Glucoseverbrauch von resistenten Tumorzellen
im Vergleich zu den parentalen Tumorzellen dokumentiert. Weiterhin wurde untersucht, wie stark
die jeweiligen Tumorzelllinien von einer relativen Glucosemangelsituation beeintrachtigt werden.
Bei diesen ersten Untersuchungen stellte sich auf verschiedene Weisen heraus, dass die
Entwicklung einer Resistenz mit einem veranderten Glucosemetabolismus einhergehen kann.
Zunéchst werden die Untersuchungen zur Glucosekonsumption der Zellen betrachtet, deren
Ergebnisse in Abbildung 29 dargestellt sind. Bei der Ovarialkarzinomzelllinie A2780 zeigte sich,
dass die doxorubicinresistente Subzelllinie A2780ADR signifikant mehr Glucose verbrauchte als
die urspringliche Zelllinie. So war nach 72 h im Zellkulturmedium der A2780-Zellen noch
durchschnittlich 0,73 g/l Glucose, wahrend im Zellkulturmedium der A2780ADR-Zellen die
Glucosekonzentration nur noch ca. halb so grof3 war und im Durchschnitt 0,37 g/l betrug. Auch die
cisplatinresistenten A2780cis-Zellen verbrauchten geringfiigig mehr Glucose als die parentalen
Zellen (nach 72h war noch 0,68¢g/l Glucose im Zellkulturmedium vorzufinden).
Uberraschenderweise zeigte sich bei dem Zelllinienparchen W1/W1CR ein gegensatzliches Bild.
Die W1-Zellen wiesen einen héheren Glucoseverbrauch als die cisplatinresistenten W1CR-Zellen
auf. Nach 72 h war die Glucosekonzentration im Zellkulturmedium der W1-Zellen bei 0,32 g/l und
bei den W1CR-Zellen bei 0,46 g/l.

87



Ergebnisse und Diskussion
Glucoseabhéangigkeit von Tumorzellen

3 2,57 E 2,5

e IS ] -

2 2,04 - A2780 2 204 T W1

2 Le - A2780ADR < Le \‘ - WICR

E” :|** A A2780cis E 7 o P

B 1,0 T 1,0

& >

O 0,54 ]*** O 0,54

: 1+
(&]

8 0,0-— T T 5 0,0 T T T T N

0 24 48 72 96
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 29: Glucoseverbrauch kultivierter Ovarialkarzinom-Zellen mit unterschiedlichen
Resistenzverhalten in Abhangigkeit von der Zeit. Ausgewertet mittels 2-Way-ANOVA. Dieser bericksichtigt
bei der Berechnung der Signifikanzen zwischen zwei Messpunkten der beiden Zelllinien zu einem Zeitpunkt

immer auch den Unterschied zwischen den Zelllinien zu anderen Zeitpunkten. Die beiden dargestellten
Signifikanzen in der linken Abbildung sind zwischen A2780- und A2780ADR-Zellen.

Zusétzlich wurde die relative Wachstumsfahigkeit der Ovarialkarzinomzelllinien in Abhangigkeit
von unterschiedlichen Glucosekonzentrationen untersucht. Dies ist in Abbildung 30 dargestellt. Bei
der Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass alle untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien ihre
maximale Wachstumsfahigkeit bei einer Glucosekonzentration von 2 g/l im Zellkulturmedium
erreichten. Es zeigte sich, dass, wie es bereits die Ergebnisse des Glucoseverbrauchsassays erwarten
lieRen, die WZ1-Zellen schlechter bei niedrigeren Glucosekonzentrationen wuchsen als die
W1CR-Zellen. Bei 1,59/l Glucose wiesen die W1CR-Zellen noch ca. 73 % der maximalen
Viabilitdt auf, die W1-Zellen hingegen nur ca. 49 %. Weiterhin wuchsen bei niedrigen
Glucosekonzentrationen sowohl die A2780ADR- als auch die A2780cis-Zellen signifikant
schlechter, im Vergleich zu ihren parentalen Zellen. Bei 1,5 g/l Glucose im Zellkulturmedium
wiesen die A2780-Zellen noch ein normales Proliferationsverhalten auf, wéhrend die Viabilitét der
A2780ADR-Zellen schon signifikant auf 80 % ihrer maximalen Viabilitit reduziert war. Die
Ergebnisse der A2780cis-Zellen befanden sich in einem &hnlichen Rahmen, haben aber starker
geschwankt, weshalb keine Signifikanz festgestellt werden konnte. Bei 1 g/l Glucose zeigte sich
der Unterschied zwischen den Zelllinien noch deutlicher. Wéhrend die A2780-Zellen noch 80 %
ihrer maximalen Viabilitat aufwiesen, war die Viabilitat der A2780ADR- und A2780cis-Zellen
hoch signifikant auf 47 % und 23 % reduziert.

88



Ergebnisse und Diskussion
Glucoseabhéangigkeit von Tumorzellen

150 150
-o- A2780 W1
_ -& A2780ADR _ e WICR
S 1004 A A2780cis &, 100- L
= *ok ok = v \§
s 3 koK
3 :l %ok % g ]
A

0= T T 1 1 0— T T 1

4,5 4 3 2151 0 45 4 3 2151 0

Glucosekonzentration [g/1] Glucosekonzentration [g/1]

Abbildung 30: Viabilitat der Ovarialkarzinomzellen in Abh&ngigkeit von der Glucosekonzentration.
Ausgewertet mittels 2-Way-ANOVA. Die Signifikanzen in der linken Abbildung sind bei 1,5 g/l Glucose
zwischen A2780- und A2780ADR-Zellen und bei 1,0 g/l zwischen A2780-Zellen und A2780ADR-Zellen bzw.
A2780-Zellen und A2780cis-Zellen.

Die Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 werden grundsatzlich bei einer deutlich hoheren
Glucosekonzentration kultiviert als die Ovarialkarzinomzellen. Deshalb wurde diese Zelllinie als
Referenz  fir eine stark glucoseabhangige Zelllinie ebenfalls getestet. Bei der
Glucosekonzentration, bei der die untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien ihre maximale Viabilitat
aufgewiesen haben, waren die MDA-MB-231-Zellen schon deutlich in ihrer Lebensfahigkeit
eingeschrankt, die nur noch ca. 50 % betrug. Dies war ein Indiz fur eine gréfiere Abhangigkeit der

Zellen von einer hohen Glucoseversorgung und einem entsprechend stark ausgepragten
Glucosemetabolismus.
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Abbildung 31: Viabilitat in Abhangigkeit von der Glucosekonzentration bei MDA-MB-231-Zellen.
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5.7 Einfluss von Glucosestoffwechselinhibitoren

5.7.1 Bestimmung der Empfindlichkeit gegeniiber Glykolyseinhibitoren

Nachdem beobachtet wurde, dass die zytostatikaresistenten Zellen eine deutlich verdanderte
Glucoseabhangigkeit zeigten, wurde untersucht, ob sich diese entsprechend in einem anderen
Ansprechverhalten gegenuber einem Glykolyseinhibitor widerspiegelt. Zunachst wurden die
A2780-Zelllinie und ihre resistenten Subzelllinien auf ihre Empfindlichkeit gegeniber
2-Deoxyglucose (2-DG) hinsichtlich der ECso-Werte des Inhibitors untersucht. Die in Abbildung
32 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die A2780ADR- und die A2780cis-Zellen eine signifikant
hohere Empfindlichkeit gegeniiber 2-DG aufwiesen als die parentalen Zellen. Da sich allerdings
die ECso-Werte im millimolaren Bereich befanden, zeigte sich 2-DG in der Monotherapie als relativ
untoxisch. Vor allem unter dem Aspekt, dass eine ECsy von 5,48 mM praktisch der gleichen
Konzentration entspricht, in der Glucose im Blut eines gesunden, niichternen Menschen vorliegt
(258).
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Abbildung 32: Dargestellt sind die ECso-Werte gegentiber 2-Deoxyglucose in A2780-, A2780ADR- und
A2780cis-Zellen.

Als nédchstes wurde als potenzieller Inhibitor der Glykolyse 3-Bromopyruvat (3-BrPA) untersucht.
Auf eine Behandlung mit 3-BrPA zeigte sich ein sehr unterschiedliches Ansprechverhalten der
Zelllinien (Abbildung 33). Die A2780-Zelllinien wiesen mit Abstand die gréRte Empfindlichkeit
gegenuber einer Behandlung mit 3-BrPA auf. Dabei waren die zytostatikaresistenten Zelllinien
deutlich empfindlicher als die parentale Zelllinie. So war die ECso von 3-BrPA bei den
A2780ADR-Zellen nur ungeféhr halb so grof3 und betrug bei den A2780cis-Zellen sogar nur ca. ein
Drittel der bei den A2780-Zellen ermittelten Konzentration. Unter der Annahme, dass es sich bei
3-BrPA hauptsachlich um einen Glykolyseinhibitor handelt (130, 267), sind die hier gewonnenen

Daten in Kongruenz zu den in Kapitel 5.6 erhobenen Daten, dass die vom Glucosegehalt starker
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abhéangigen Zellen auch stérker von einer Beeinflussung des Glucosestoffwechsels beeintrachtigt
werden. Da sich 3-BrPA bei den A2780-Zelllinien mit Wirkkonzentrationen im unteren
mikromolaren Bereich als sehr effektiv gezeigt hatte, wurden zusatzlich die W1-Zelllinien
untersucht, um deren Ansprechverhalten zu Gberpriifen. Auch das Verhalten der W1- im Vergleich
zu den W1CR-Zellen deckte sich mit dem erwarteten Verhalten, dass die Zelllinie welche mehr
Glucose verbraucht auch anfalliger gegenliber einer 3-BrPA-Behandlung ist. Dabei ist der
ECso-Wert von 3-BrPA bei den W1CR-Zellen ca. 15 % hoher als bei den W1-Zellen, wobei bei der
durchgefuhrten Messreihe allerdings keine Signifikanz festgestellt werden konnte. Nach der
Beobachtung, dass die MDA-MB-231-Zellen, im Vergleich zu den untersuchten
Ovarialkarzinomzellen, deutlich abhdngiger von einer ausreichend hohen Glucosekonzentration
waren, wirkte es Uberraschend, dass der ECso-Wert von 3-BrPA bei den MDA-MB-231-Zellen um

ein Vielfaches hoher ist.
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Abbildung 33: Darstellung der ECso-Werte von 3-BrPA in den unterschiedlichen Zelllinien. Dargestellt
sind nur relevante Signifikanzen.

In Abbildung 34 ist eine beispielhafte Viabilitdtskurve der A2780-Zellen nach einer Behandlung
mit einer speziell optimierten 3-BrPA-Verdinnungsreihe dargestellt. Bei dieser Kurve zeigt sich,
dass die getestete Konzentration von 10 M (17,78 uM) die hochste getestete Konzentration war,
bei der noch keine Viabilitatseinschrankung der Zellen festgestellt werden konnte. Unter anderem
diese Konzentration wurde deshalb bei weiteren Versuchen in Kombinationsbehandlungen mit

einem Zytostatikum getestet.
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Abbildung 34: Représentative Bestimmung einer ECso von 3-BrPA mittels MTT-Assay. Markiert ist die
hochste vermessene Konzentration 1047 M (=17,78 uM) bei der die parentale Zelllinie A2780 noch nicht
in ihrem Wachstum durch die 3-BrPA-Zugabe eingeschréankt war.

5.7.2 Untersuchung auf Kombinationseffekte von 3-BrPA und einem Zytostatikum

Da 2-DG, wie bereits erwéhnt, nur in sehr hohen Konzentrationen tiberhaupt einen Effekt auf die
Zellen gezeigt hatte, wurde dieses nur in einem screening hinsichtlich der Beeinflussung der
Toxizitat von Zytostatikabehandlungen der Zellen untersucht. Bei diesem stellte sich heraus, dass
die Zugabe von 2-DG zu einer Zytostatikabehandlung einen sehr geringen bis kaum messbaren

Effekt entfaltete, weshalb es im Folgenden nicht weiter betrachtet wird.

Basierend auf den ermittelten ECso-Werten einer 3-BrPA-Behandlung wurde untersucht, ob die
gemeinsame Applikation von 3-BrPA mit einem Zytostatikum einen Kombinationseffekt ergibt.
Zundachst wurde eine Messreihe mit den stark  glucosestoffwechselabhdngigen
MDA-MB-231-Zellen durchgefiihrt. Gewahlt wurden die 3-BrPA- und Doxorubicin-
Konzentrationen die auch spater bei den AZ2780-Zellen verwendet werden sollten. Die
3-BrPA-Konzentration wurde dabei so gewahlt, dass sie einem Messpunkt der bestimmten
ECso-Kurve von 3-BrPA entspricht und fir die A2780-Zellen noch relativ untoxisch ist (Abbildung
34). Die getesteten Doxorubicinkonzentrationen wurden, basierend auf der verwendeten
Verdiinnungsreihe, in der Nahe bzw. jeweils unterhalb und oberhalb des Doxorubicin-ECso-Wertes
der A2780ADR-Zellen gewéhlt.

Bei der Untersuchung der MDA-MB-231-Zellen lieRen sich deutliche Kombinationseffekte
feststellen. Die Kombination von 3-BrPA und Doxorubicin zeigte sich sowohl bei einer
Doxorubicinkonzentration von 1 uM als auch bei einer Konzentration von 3,16 pM (= 10-5° mol/I)
als deutlich effektiver in ihrer Toxizitdt als die jeweilige Einzelbehandlung (linker Graph in
Abbildung 35). Die gestrichelte waagerechte Linie zeigt in der Abbildung den Effekt der
Einzelbehandlung mit 3-BrPA an und erleichtert somit den Vergleich der verschiedenen

Behandlungen. Bei 10 uM Doxorubicin waren die Zellen bereits so stark in ihrer Viabilitét
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eingeschrénkt, dass die Zugabe von 3-BrPA keinen Unterschied mehr machte. Nach der
Voruntersuchung im fixed-dose-Assay wurde weiterhin noch getestet, inwiefern der ECso-Wert von
Doxorubicin bei der Behandlung der MDA-MB-231-Zellen durch die Zugabe von 3-BrPA
beeinflusst wird. Dabei zeigte sich tiber einen groReren Konzentrationsbereich von 3-BrPA ein
vorteilhafter Effekt. Die Zellen wurden durch die Zugabe von 3-BrPA signifikant empfindlicher
gegenuber einer Doxorubicinbehandlung (rechter Graph in Abbildung 35). So war die ECso von
Doxorubicin durch die Zugabe von 100 uM 3-BrPA, im Vergleich zur Kontrolle, um ca. 25 %
geringer. Dies entspricht grundsatzlich bereits vorherigen Erkenntnissen, dass 3-BrPA die

Empfindlichkeit von Tumorzellen gegeniiber einer Behandlung mit Doxorubicin erhdéhen kann
(267).
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Abbildung 35: Untersuchung auf Kombinationseffekte der Zytotoxizitat einer Doxorubicin- und 3-BrPA-
Behandlung von MDA-MB-231-Zellen.

Der Frage nachgehend, ob diese Ergebnisse auf die Ovarialkarzinomzellen (ibertragen werden
konnen, zeigt Abbildung 36 die Kombinationseffekte von Doxorubicin und 3-BrPA in A2780- und
A2780ADR-Zellen. Erstaunlicherweise féllt bei der Betrachtung der Graphen auf, dass sowohl die
A2780- als auch die A2780ADR-Zellen nicht von einer gemeinsamen Behandlung mit den beiden
Substanzen starker in ihrer Viabilitat eingeschréankt wurden. Teilweise schienen sogar gegenteilige
Effekte zu resultieren, da die relative Viabilitat nach einer Kombinationsbehandlung héher war als
bei einer der beiden Einzelbehandlungen.
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Abbildung 36: Untersuchung auf Kombinationseffekte von einer Doxorubicin- und 3-BrPA-Behandlung von
A2780- und A2780ADR-Zellen.

Bei der Untersuchung von Kombinationsbehandlungen bestehend aus Cisplatin und 3-BrPA in
A2780- und in cisplatinresistenten A2780cis-Zellen zeigten sich geringfugige additive Effekte. So
waren in allen Szenarien die Kombinationsbehandlungen gleichwertig oder vorteilhaft im
Vergleich zu den Einzelbehandlungen (Abbildung 37).

Bei den in Abbildung 38 dargestellten untersuchten W1- und W1CR-Zellen wurden zu den
A2780-Zellen analoge Cisplatindosierungen verwendet. Die getestete 3-BrPA-Konzentration
wurde erhoht, mit dem Ziel, dass diese so hoch war, dass sie gerade noch untoxisch fir die
W1CR-Zellen war. Bei der Untersuchung beider Zelllinien zeigten sich grofe, signifikante
vorteilhafte Effekte einer Kombinationsbehandlung.
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Abbildung 37: Untersuchung auf Kombinationseffekte der Zytotoxizitét einer Cisplatin (CDDP)- und
3-BrPA-Behandlung von A2780- und A2780cis-Zellen. Bei den A2780-Zellen war jegliche Kombination aus
3-BrPA und Cisplatin signifikant besser als die Einzelbehandlung mit 3-BrPA, bei den A2780cis war nur
die Kombinationsbehandlung mit 10 uM Cisplatin besser als die Einzelbehandlung mit 3-BrPA.
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Abbildung 38: Untersuchung auf Kombinationseffekte einer Cisplatin (CDDP)- und 3-BrPA-Behandlung
von W1- und W1CR-Zellen hinsichtlich Zytotoxizitat. Jegliche Kombination aus Zytostatikum und 3-BrPA
war signifikant besser als die Einzelbehandlung mit 3-BrPA.
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Zusammenfassend  lasst sich  feststellen, dass die A2780-Zelllinien durch eine
Kombinationsbehandlung aus 3-BrPA und Cisplatin nur geringflgig stérker in ihrer Viabilitat
eingeschrankt waren, wohingegen sich im Fall von Doxorubicin sogar antagonistische Effekte
zeigten. Dabei muss allerdings auch beachtet werden, dass die allgemeine Empfindlichkeit
gegeniber einer Einzelbehandlung mit 3-BrPA deutlich hdher war als bei den anderen untersuchten
Zelllinien. Bei den WZ1-Zelllinien und den MDA-MB-231-Zellen zeigten sich grofRere
Kombinationseffekte.

Als ergdnzende Untersuchung ist in Abbildung 39 der Einfluss von 3-BrPA auf den ECso-Wert
eines Zytostatikums dargestellt. Dabei wurde bei den A2780-Zelllinien eine geringere
Konzentration von 10 pM 3-BrPA gewahlt, um den zytotoxischen Einfluss von diesem selbst so
gering wie moglich zu halten und besser auf Kombinationseffekte untersuchen zu kénnen.
Aufgrund der hohen Widerstandsfahigkeit der W1-Zelllinien wurde zusétzlich die hohere
Konzentration von 50 UM 3-BrPA getestet.
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Abbildung 39: Bestimmung der ECs eines Zytostatikums bei der Kombinationsbehandlung mit 3-BrPA in
den untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien.

Die Bestimmung der ECso-Werte der einzelnen Zytostatika bestétigte das zuvor getroffene Bild.
Die ECso gegeniiber Doxorubicin war bei den A2780ADR-Zellen bei der gleichzeitigen
Behandlung mit 3-BrPA signifikant erhoht.
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Bei der Behandlung der A2780cis-Zellen mit Cisplatin zeigte sich ein vorteilhafter Effekt der
gemeinsamen Behandlung. Am stérksten ausgepragt zeigte sich die Reduktion der Cisplatin-ECsy,
die mehr als halbiert war, durch die Zugabe von 3-BrPA bei den W1-Zellen.

Bhattacharya et al. berichteten in ihrer Arbeit, dass das Vorliegen einer Hypoglykamie in stark
Glucosestoffwechsel-abhangigen Zellen ein Treiber einer Chemoresistenz sein kann (272). Und
auch in weiteren Versuchen anderer Arbeitsgruppen hat sich gezeigt, dass eine Hemmung des
glykolytischen Stoffwechsels, zum Beispiel mit 2-DG, zu einer erhdhten Widerstandsfahigkeit
gegenuber Doxorubicin fuhren kann. Die dabei zugrunde liegende These ist, dass Energie in Form
von ATP fiur die Wirkung von Doxorubicin notwendig ist. Wird nun durch die Inhibition des
Metabolismus weniger ATP zur Verfligung gestellt, kann Doxorubicin entsprechend schlechter
wirken. Daraus wird gefolgert, dass Metabolismusinhibitoren auch zytoprotektive Effekte entfalten
konnen (273, 274). Tatsachlich ist dies ein wenig erforschtes Feld, zu dem kaum belastbare Studien
existieren. Es konnte allerdings den hier bei den A2780ADR-Zellen beobachteten Effekt erklaren.
Bei der Kombinationsbehandlung von 3-BrPA und Cisplatin liegt eine Reduktion des
GSH-Spiegels durch 3-BrPA als Ursache fiir eine verstarkte Wirkung des Cisplatin nahe (125, 132).
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5.8 Expression von Enzymen des Glucosestoffwechsels

5.8.1 Untersuchung der Genexpression mittels gPCR

Nachdem sowohl ein unterschiedlicher Glucosebedarf der Tumorzellen als auch eine
unterschiedliche Empfindlichkeit gegentber potenziellen Glykolyseinhibitoren festgestellt wurde,
erfolgte anschlieRend eine Expressionsanalyse der wichtigsten Glykolyseenzyme in den Zelllinien.
Dafir wurde zundchst bei den Ovarialkarzinomzelllinien untersucht, ob sich die relative
mRNA-Menge der regulatorischen Glykolyseenzyme in den resistenten Zelllinien von jener in den

parentalen Tumorzelllinien unterscheidet.

Bei den Untersuchungen der A2780-Zelllinien zeigte sich, dass nur die HXK2-mRNA in den
doxorubicinresistenten A2780ADR-Zellen signifikant erhéht war. Die fur PFK-1 und PKM

codierenden mRNA waren zu einem geringen Mal3e signifikant herunterreguliert.
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Abbildung 40: mRNA-Expressionslevel der regulatorischen Enzyme der Glykolyse in A2780-, A2780ADR-
und A2780cis-Zellen.

Bei dem Zelllinienpdrchen W1/W1CR zeigte sich kein eindeutiges Bild einer veranderten
Regulation und einzig die Reduktion der PFK-1-mRNA wurde als signifikant festgestellt
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: mRNA-Expressionslevel der regulatorischen Enzyme der Glykolyse in W1- und W1CR-
Zellen.

5.8.2 Untersuchung der Proteinexpression

Um die auf MRNA-Ebene detektierte Deregulation der Glykolyseenzyme auch auf Proteinebene zu
Uberprifen, wurden die betreffenden Zellen mittels Western Blot auf die Expression der

unterschiedlichen Enzyme untersucht.

Bei der diesbeziiglichen Quantifizierung der regulatorischen Enzyme der Glykolyse sowie auch der
LDH-A und des MCT1 zeigte sich, dass in A2780ADR-Zellen die Expression aller funf Enzyme
signifikant erhoht war (Abbildung 42). Der deutlichste Effekt war bei dem MCT1 und bei der
HXK2 zu sehen, deren Expressionen fast um den Faktor 3,2 bzw. 2,5 gesteigert waren. Die
A2780cis-Zellen zeigten ein heterogeneres Bild. Wéhrend die PFK-1-Expression signifikant hoch-
und die PKM-Expression signifikant herunterreguliert war, konnten bei den Expressionsleveln von

der HXK2, der LDH-A und dem MCT1 keine signifikanten Unterschiede gemessen werden.
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Abbildung 42: Relative Proteinexpression der regulatorischen Glykolyseenzyme sowie von LDH-A und
MCTL1 in A2780-, A2780ADR- und A2780cis-Zellen.

Bei dem Zelllinienparchen W1/W1CR zeigte sich, wie es auch schon die eingangs beschriebenen
Glucoseversuche haben vermuten lassen, ein umgekehrtes Bild. Hier war die Proteinexpression der

meisten Enzyme in der zytostatikaresistenten Variante deutlich herunterreguliert (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Relative Proteinexpression der regulatorischen Glykolyseenzyme sowie von LDH-A und
MCTL1 in den W1- und W1CR-Zellen.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlielen, dass eine Resistenzentwicklung nicht zwangslaufig mit
einer hoheren Stoffwechselaktivitat, wie sie sich bei den A2780ADR-Zellen gezeigt hatte,
einhergeht. Die Proteinexpression kann, wie bei den A2780cis-Zellen, im Vergleich zu den
parentalen Zellen auf einem dhnlichen Niveau oder sogar, wie bei den W1CR-Zellen sichtbar,
deutlich reduziert sein. Dies unterstreicht die Individualitdt der einzelnen Zelllinien und

insbesondere der Resistenzmechanismen gegentber den zytotoxischen Substanzen.

In Abbildung 44 ist weiterhin ein Vergleich der Proteinexpressionen in den parentalen Zelllinien
A2780, W1 und MDA-MB-231 dargestellt. Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass die
regulatorischen Glykolyseenzyme in den stark von Glucose abhéngigen MDA-MB-231-Zellen
deutlich Uberexprimiert waren. Auch verwundert es nicht, dass die LDH-A ein deutlich héheres
Expressionsniveau aufwies, da dessen Aktivitdt in der Regel fur eine erhdhte Glykolyseaktivitat
notwendig ist (30, 104). Durch den erhdhten Expressionsgrad der LDH-A ware zu erwarten, dass
in den MDA-MB-231-Zellen auch deutlich mehr Lactat innerhalb der Tumorzellen anfallt. Umso

Uberraschender war es, dass die Expression von MCT1, dessen Funktion unter anderem der Export
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von Lactat aus der Zelle ist, in den MDA-MB-231-Zellen hoch signifikant reduziert war. Dies Iasst
vermuten, dass Lactat von den MDA-MB-231-Zellen auf eine andere Art und Weise verwertet wird.
Dies zeigt aber auch, dass der fir die Zellaufnahme von 3-BrPA als wichtig postulierte Transporter
(138) kaum zur Verfligung steht, und damit die geringe Empfindlichkeit der MDA-MB-231-Zellen
gegeniber 3-BrPA erklart ist.
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Abbildung 44: Relative Proteinexpression der regulatorischen Glykolyseenzyme sowie von LDH-A und
MCT1 in den parentalen Zelllinien A2780, W1 und MDA-MB-231.
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5.9 Intrazellulares Doxorubicin in Abhangigkeit von 3-BrPA

Um die widerspriichlichen Effekte, dass die Kombinationsbehandlung von Doxorubicin mit
3-BrPA bei den MDA-MB-231-Zellen synergistisch wirkte, wahrend bei den A2780ADR-Zellen
hingegen ein antagonistischer Effekt auftrat, mit den intrazellularen Doxorubicin-Konzentrationen
zu korrelieren, wurde ein Durchflusszytometrieassay zur zelluldren Vermessung von Doxorubicin

durchgefihrt.

Bei den Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass die Zugabe von 3-BrPA den
intrazellulédren Doxorubicinspiegel in den MDA-MB-231-Zellen erhéhte (links in Abbildung 45).
Dieser Effekt wurde bereits von anderen Forschungsgruppen beobachtet und auf eine verringerte
ATP-Produktion und die daraus resultierende reduzierte Aktivitit der ABC-Transporter
zuriickgefihrt (129, 130, 134).

Dagegen war bei den A2780ADR-Zellen keine eindeutige Erhohung des intrazelluléren
Doxorubicinspiegels sichtbar (rechts in Abbildung 45). Allgemein war bei den Zellen im Vergleich
zu der jeweiligen Autofluoreszenz unter Behandlung nur eine geringe Steigerung der Fluoreszenz
und somit der Doxorubicinaufnahme detektierbar. Dies ist auf die Tatsache zurtickzuftihren, dass
die A2780ADR-Zellen P-gp stark Uberexprimiert aufweisen und dadurch viel Doxorubicin aus der
Zelle transportieren kdnnen (248). Zudem ist der intrazellulare Wirkstoffgehalt durch die Zugabe
von 3-BrPA nur sehr wenig oder gar nicht gestiegen. Somit wird deutlich, dass sich die beiden

Zelllinien bei ahnlicher Behandlung grundverschieden verhalten.
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Abbildung 45: Doxorubicin-induziertes, relatives Fluoreszenzsignal in MDA-MB-231-Zellen (links) und
A2780ADR-Zellen (rechts).

Die A2780ADR-Zellen wiesen zwar einen hoheren HXK2-Spiegel auf als die A2780-Zellen
(Abbildung 42), allerdings exprimierten die MDA-MB-231-Zellen noch mehr HXK2 (Abbildung
44), wodurch keine Korrelation zwischen der HXK2-Expression und den hier beobachteten
Ergebnissen beziiglich der Wirkung von 3-BrPA aufgestellt werden kann. Es ist denkbar, dass
3-BrPA andere Wirkungen innerhalb der A2780ADR-Zellen ausgelost hat als in den
MDA-MB-231-Zellen, da mdglicherweise in den verschiedenen Zelllinien unterschiedliche
Zielstrukturen adressiert wurden. In diesem Zusammenhang ist auch drauf hinzuweisen, dass die
jeweilig untersuchten Konzentrationen von 3-BrPA in den beiden Zelllinien, in Anlehnung an die
jeweilige Toxizitét, unterschiedlich gewahlt wurden. Allerdings ist denkbar, dass 3-BrPA, je nach
Dosierung, an unterschiedliche Targets bindet und entsprechend in den A2780ADR-Zellen ein
ahnlicher Akkumulationseffekt von Doxorubicin bei Verwendung einer einheitlichen Dosis von
100 pM sichtbar gewesen ware. Da die A2780ADR-Zellen allerdings einer 3-BrPA-Behandlung
gegenuber sehr empfindlich waren und eine solche Dosis letal wére, handelt es sich um eine rein

hypothetische Uberlegung.
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5.10 Knockdown der Hexokinase 2

Von den Enzymen der Glykolyse wies HXK2 die starkste Deregulierung bei den
A2780ADR-Zellen auf und diese gilt als priméres Target der Wirkung von 3-BrPA. Um die
Bedeutung der HXK?2 fiir die Zytostatikaresistenz und die Wirkung von 3-BrPA zu untersuchen,
wurde ein siRNA-Knockdown der HXK2 mit den A2780-Zelllinien und den MDA-MB-231-Zellen
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich der Knockdown in allen Zelllinien durch eine deutliche Reduktion
des Proteingehalts erfolgreich (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Relative HXK2-Expression im Verhaltnis zur jeweiligen scrambled-Kontrolle.

Die A2780-, A2780ADR- und MDA-MB-231-Zellen wurden alle entsprechend auf ihre
Doxorubicinempfindlichkeit untersucht. Um festzustellen, ob sich diese relativ zur scrambled
control durch den Knockdown geéndert hatte, wurde der Resistenzfaktor gebildet (Abbildung 47).
Dabei zeigte sich bei allen drei Zelllinien ein &hnlicher Effekt. Die Widerstandsfahigkeit der Zellen
mit reduziertem HXK2-Gehalt gegeniiber einer Doxorubicinbehandlung betrug nur noch 70-80 %

der der scrambled-Varianten.
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Abbildung 47: Resistenzfaktor der HXK2-Knockdown-Zellen gegeniiber Doxorubicin.

Bei der Untersuchung der A2780- und der A2780cis-Zellen auf ihr Ansprechen gegeniiber Cisplatin
zeigte sich hingegen, dass der Knockdown von HXK2 bei beiden Zelllinien keinen Unterschied fiir

das Uberleben einer zytotoxischen Behandlung machte (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Resistenzfaktor der HXK2-Knockdown-Zellen gegentiber Cisplatin.
Die A2780-, A2780ADR- und A2780cis-Zellen zeigten, wie im Kapitel 5.7.1 dargestellt, die
hdchste Empfindlichkeit gegentiber einer Behandlung mit 3-BrPA. Deshalb wurden diese Zellen
gewahlt, um zu testen, ob der Knockdown von der HXK2 einen Effekt auf die 3-BrPA-Behandlung
der Zellen hat und ob somit in diesen Zelllinien die HXK2 als wichtiges Target von 3-BrPA gesehen

werden kann. Die in Abbildung 49 dargestellten Ergebnisse zeigen allerdings, dass bei allen drei
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untersuchten Zelllinien der Resistenzfaktor nahe 1 ist. Dies l&sst darauf schliel}en, dass die HXK2
in ihnen nicht essenziell fir den zytotoxischen Effekt von 3-BrPA ist. Moglicherweise gibt es in
diesen Zelllinien ein anderes Target, das von 3-BrPA bereits bei einer deutlich niedrigeren
Konzentration angegriffen wird und den Zelltod ausldst. Es kann daher angenommen werden, dass
die Menge, die fir eine letale Interferenz mit der HXK2 notig ware, bei der Behandlung der
A2780-Zelllinien gar nicht erreicht werden konnte, da die Zelllinien bereits vorher durch einen
anderen Mechanismus gestorben sind (26, 33).
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Abbildung 49: Resistenzfaktor der HXK2-Knockdown-Zellen gegeniiber 3-BrPA.
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5.11 Zwischenfazit Glucosestoffwechsel und Zytostatikaresistenz in

Ovarialkarzinomzellen

Bei der Untersuchung von verschiedenen zytostatikaresistenten Zelllinien, im Vergleich zu ihren
jeweiligen parentalen Zelllinien, zeigten sich sehr unterschiedliche Ergebnisse. Die
Doxorubicinresistenz  der A2780ADR-Zellen ging mit einem deutlich  erhthten
Glucosestoffwechsel einher. Die cisplatinresistenten A2780cis-Zellen waren zwar durch eine
geringe Glucosekonzentration stdrker in ihrem Wachstum gehemmt als die A2780-Zellen,
allerdings zeigten sich die Glykolyseenzyme nur geringfliigig dereguliert und die
Expressionsniveaus waren denen der parentalen Zelllinie relativ &hnlich. Interessanterweise
verhielt sich das Zelllinienpdrchen W1/W1CR komplett gegensétzlich. Hier waren die
Ursprungszellen diejenigen, welche eine hohere Glucosekonzentration zum Wachstum benétigten,
und auch die regulatorischen Glykolyseenzyme waren in den W1-Zellen deutlich hdher exprimiert.
Aufféallig war allerdings, dass samtliche Deregulationen hauptséchlich auf der Ebene der
Proteinexpression stattgefunden haben und auf mMRNA-Ebene zumeist nur geringe Unterschiede in
der Expression feststellbar waren. Trotzdem lasst sich keine Verallgemeinerung treffen, dass die
Entwicklung einer Zytostatikaresistenz immer mit einer erhdhten Glucosestoffwechselabhéngigkeit
einhergeht. Auch wenn eine Resistenzentwicklung gegen den gleichen Wirkstoff stattgefunden hat,

sind gegensatzliche Entwicklungen des Metabolismus méglich.

Diese Erkenntnis, dass diesbeziiglich keine Verallgemeinerung getroffen werden kann,
sensibilisiert allerdings gleichzeitig fur die Individualitdt einer malignen Erkrankung. Es
verdeutlicht auch sehr gut, dass ein geringer Effekt einer Behandlung bei einer Tumorentitat nicht
zwangslaufig bedeutet, dass diese nicht bei einer anderen Tumorentitat zielfiihrend sein konnte.
Das zeigte sich hier beim Einsatz von 3-BrPA. Wahrend die sehr aggressiven, glucoseabhangigen
MDA-MB-231-Zellen eine 3-BrPA-ECs von (ber 250 UM aufwiesen, hatten alle untersuchten,
weniger glucoseabhangigen, Ovarialkarzinomzelllinien eine 3-BrPA-ECso von deutlich unter
100 uM. Auch der Unterschied bei der relativen Betrachtung der untersuchten cisplatinresistenten
Zelllinien A2780cis und W1CR war auffallig grof3. Beide wiesen eine ungefdhr gleich hohe
Widerstandsfahigkeit gegentiber Cisplatin auf, wodurch man zunédchst geneigt sein mag die Zellen
als relativ &hnlich anzusehen. Bei der Betrachtung der ECso von 3-BrPA bei einer Behandlung der
Zelllinien ergab sich allerdings ein Unterschied von einem Faktor nahe 7. Dies unterstreicht, dass
sich die beiden Zelllinien im Endeffekt doch massiv unterscheiden mussen. Allgemein hat sich das
sehr einfache Molekil 3-BrPA bei den A2780cis-Zellen mit einer ECso von ca. 10 uM als

vergleichsweise potent gezeigt.

Die zusatzliche Anwendung von 3-BrPA zu einer Zytostatikabehandlung zeigte weiterhin sehr
unterschiedliche Effekte bei den untersuchten Zelllinien. Wahrend die MDA-MB-231-Zellen durch
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eine subtoxische 3-BrPA-Konzentration deutlich gegentiber Doxorubicin sensitiviert wurden,
zeigte sich dieser Effekt sowohl bei den A2780-Zellen als auch bei den A2780ADR-Zellen nicht.
Bei den A2780ADR-Zellen war sogar ein antagonistischer Effekt mit einer Erhéhung der ECso von
Doxorubicin  festgestellt worden. Die daraufhin durchgefiinrten  Durchflusszytometer-
Untersuchungen zeigten, dass 3-BrPA einen groRen Einfluss auf die intrazelluldre
Wirkstoffakkumulation in den MDA-MB-231-Zellen ausibte. Zudem konnte bereits in anderen
Zellmodellen gezeigt werden, dass 3-BrPA den P-gp vermittelten Doxorubicinefflux inhibieren
kann (129). Dagegen hatte die Kombinationsbehandlung mit 3-BrPA kaum einen Einfluss auf die
intrazelluldre Doxorubicinkonzentration in den A2780ADR-Zellen. Wobei auch berlcksichtigt
werden muss, dass die untersuchten Ovarialkarzinomzellen, im Vergleich zu den
MDA-MB-231-Zellen, einen deutlich geringeren Glucosestoffwechsel aufwiesen. Somit bleiben
nur Spekulationen, dass durch die zusatzliche Behandlung mit 3-BrPA mdglicherweise der ohnehin
schon weniger ausgepragte Glucosestoffwechsel der Ovarialkarzinomzellen Uber einen anderen
Weg verlangsamt wurde und somit weniger Doxorubicin seine Wirkung entfalten konnte (274).
Beziehungsweise zeigte sich 3-BrPA auch in einer ganz anderen GrofRenordnung in den
A2780-Zelllinien im Vergleich zu den MDA-MB-231-Zellen wirksam, was auch auf einen Angriff
des 3-BrPA an unterschiedlichen Zielstrukturen hindeuten kann.

Vorteilhaft, zumindest aber gleichwertig zu einer Einzelbehandlung, zeigten sich die
Kombinationsbehandlungen von Cisplatin und 3-BrPA in allen entsprechend untersuchten
Zelllinien. Wobei sich die Zelllinienparchen auch hier wieder gegensatzlich verhielten. Wahrend
bei den A2780/A2780cis-Zellen die cisplatinresistente Variante deutlich starker in ihrer
Lebensfahigkeit eingeschrankt war, konnte beim W1/W1CR-Parchen ein umgekehrtes Verhalten
beobachtet werden. Dort war die parentale Zelllinie diejenige bei der der deutlichste
Kombinationseffekt sichtbar wurde. Diesem liegt als Wirkmechanismus eine Reduktion des
GSH-Spiegels durch 3-BrPA nahe, welches somit nicht mehr in der Lage war die zytotoxischen
Effekte von Cisplatin zu verhindern (125, 132).

Trotzdem wirft der Wirkmechanismus des 3-BrPA in den untersuchten Zelllinien Fragen auf.
Obwohl 3-BrPA allgemein als Inhibitor der HXK2 angesehen wird (80, 127, 275), werden doch
auch viele weitere mogliche Angriffspunkte von 3-BrPA diskutiert (26, 125). Dies ist nicht zuletzt
der hochalkylierenden Eigenschaft wvon 3-BrPA geschuldet. Die Ergebnisse der
HXK2-Knockdownversuche in den untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien zeigen, dass HXK2 in
diesen Zellen nicht das hauptséchliche Target von 3-BrPA zu sein scheint, da der Knockdown
keinen Effekt auf die Behandlungseffektivitat gezeigt hat. Ho et al. konnten ebenfalls beobachten,
dass der Knockdown von HXK2 nicht zwangsweise einen Einfluss auf die Sensitivitdt von
Tumorzellen gegeniiber einer Behandlung mit 3-BrPA hat (276).

109



Ergebnisse und Diskussion
Zwischenfazit Glucosestoffwechsel und Zytostatikaresistenz in Ovarialkarzinomzellen

Daraufhin wurde in dieser Arbeit die MCT1-Expression untersucht. Birsoy et al. haben nach ihren
Studien postuliert, dass das Expressionslevel des Monocarboxylattransporters die eigentliche
Determinante der 3-BrPA-Toxizitat in einer regulédren Tumorzelle sei. Somit sei die zytotoxische
Wirkung hauptséchlich von der Aufnahme in die Zelle abhangig und kdnnte aufgrund der allgemein
alkylierenden Natur weniger mit einer spezifischen Wirkung an einem Target beschrieben werden
(138). Und auch in dieser Arbeit hat sich die relative Expression von MCT1, betrachtet im
Vergleich der unterschiedlichen Zelllinien, als besserer Pradiktor fir die 3-BrPA-Toxizitat gezeigt
als die Expression der HXK2. Die MDA-MB-231-Zellen zeigten die groRte Abhangigkeit von einer
Glucoseversorgung und exprimierten die regulatorischen Glykolyseenzyme, vor allem die HXK2,
deutlich mehr. Allerdings waren die MDA-MB-231-Zellen deutlich unempfindlicher gegentiber
einer 3-BrPA-Behandlung als alle anderen untersuchten Zelllinien. Dies korrelierte mit dem in
Kapitel 5.8.2 ,,Untersuchung der Proteinexpression® in Abbildung 44 dargestellten deutlich
verringerten Expressionslevel von MCT1, im Vergleich zu den anderen Zelllinien. Liu et al.
konnten durch die Induktion einer MCT1-Expression in MDA-MB-231-Zellen deren
Empfindlichkeit gegeniber einer 3-BrPA-Behandlung erhéhen (131). Die Bedeutung von MCT1
wird auch dadurch unterstutzt, dass die WI1/WI1CR-Zelllinien eine etwas niedrigere
MCT1-Expression zeigten als die A2780-Zelllinien und gleichzeitig auch eine etwas erhohte
Widerstandsfahigkeit gegentiber 3-BrPA aufwiesen. Weiterhin bestérkt wird der Zusammenhang
bei der Betrachtung der A2780ADR-Zellen im Vergleich zu den A2780-Zellen. Die untersuchten
A2780ADR-Zellen hatten eine hohere Expression von MCT1 und wiesen eine hohere
Empfindlichkeit gegeniiber einer 3-BrPA-Behandlung auf. Daraus ergibt sich, dass fiir eine
3-BrPA-Behandlung, bei den in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien, sich nicht die HXK2 als
Marker fur die Empfindlichkeit gezeigt hat, sondern auch hier die MCT1-Expression der bessere

Marker war.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob Zytostatikaresistenzen von Tumorzellen in einem
Zusammenhang mit einem verdnderten Energiestoffwechsel stehen. Dabei konnten, abhéngig von
den untersuchten Zelllinien und Resistenzen, unterschiedliche Verédnderungen des Stoffwechsels
festgestellt werden, was die Individualitat einer Tumorerkrankung unterstreicht.

Die Ergebnisse bezlglich der Rolle des IGFBP-2 in den untersuchten Mammakarzinomzelllinien
zeigten nur einen geringfugigen Effekt des Bindeproteins auf das zelluldre Geschehen. Auch andere
Forschungsgruppen haben bereits entdeckt, dass IGFBP-2 ggf. ein Marker flir eine Resistenz ist
und zu einem erhohten Level in resistenten Zellen vorliegen kann, allerdings nicht fiir die
Aufrechterhaltung der Resistenz notwendig ist und ein Knockdown von IGFBP-2 nicht
zwangsweise sensitivierende Effekte nach sich zieht (237).

Allgemein ist die Rolle von IGFBP-2, aufgrund seiner diversen Einfllisse, sowohl durch die
Aktivitatssteuerung der IGFs als auch aufgrund seiner eigenen teils gegenlaufigen Effekte, nur
schwer zu verallgemeinern. Gleiches gilt fur den genauen Wirkmechanismus des IGFBP-2
innerhalb des zelluldaren Geschehens. Somit verbleibt, dass IGFBP-2 als méglicher Marker einer
Resistenz dienen und in Korrelation dazu auf einem erhéhten Level vorliegen kann. Allerdings ist
eine ursachliche Verknilpfung zwischen der Wirkung von IGFBP-2 und dem zellularen Geschehen
schwer aufzustellen (170, 191).

Mit der Beschreibung des Warburg-Effektes ist seit nahezu einhundert Jahren bekannt, dass sich
Tumorzellen in ihrem Energiestoffwechsel von normalen Zellen unterscheiden (36). Weiterhin
wurde schon berichtet, dass eine Hyperglykdmie einen Einfluss auf das Fortschreiten einer
Tumorerkrankung haben kann (5). Allerdings wurde ein veranderter Energiemetabolismus erst im
Jahre 2011 in die hallmarks of cancer aufgenommen (15). Erst in den letzten Jahren befasst sich
die wissenschaftliche Forschung ausfihrlicher mit dem Thema, dass der Glucosemetabolismus
einen Beitrag zu der Entwicklung einer Zytostatikaresistenz leisten konnte, sowie das eine
chemotherapeutische Behandlung eine Veranderung des Metabolismus eines Tumors induzieren
kann (18, 20, 21, 277). Allgemein zeigt sich der Tumorstoffwechsel als ein &ullerst komplexer
Mechanismus mit hdufig tumorindividuellen Besonderheiten. Beispielsweise kann die Entwicklung
einer Resistenz sowohl mit einer Runterregulierung (278, 279) als auch mit einer Hochregulierung
(222) des Glucosestoffwechsels einhergehen. Auch in dieser Arbeit zeigte sich in zwei
Ovarialkarzinomzellsystemen, die gegen das gleiche Zytostatikum eine Resistenz aufweisen, ein
komplett unterschiedliches Verhalten im Glucosestoffwechsel. So wurde jeweils bei dem Vergleich
einer parentalen mit einer cisplatinresistenten Zelllinie entdeckt, dass eine resistente Zelllinie
deutlich mehr von Glucose abhéngig war als auch dass eine andere resistente Zelllinie einen

verringerten Glucosebedarf und eine verringerte Expression der Glykolyseenzyme aufwies.
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In den letzten Jahren gab es viele Entwicklungen, die eine bessere Charakterisierung einer
Tumorerkrankung eines Patienten ermdglichen. Eine Einbeziehung der wichtigsten
Glykolyseenzyme konnte dieses Bild deutlich erweitern. Dabei konnte die Expression der
glykolyseregulierenden Enzyme HXK2, PFK-1 und PKM als Biomarker fiir einen veranderten
Energiestoffwechsel der Tumorzellen verwendet werden (40). Diese drei Enzyme haben sich, neben
der LDH-A, auch unabhéngig von ihrer Rolle in der Glykolyse, als wichtige Marker fur die
Tumorproliferation und -migration erwiesen (65). Somit wére es auch bei der Testung von
verschiedenen Behandlungsméglichkeiten sinnvoll Glykolyseinhibitoren mit einzubeziehen. Dazu
werden allerdings mehr prospektive Studien benotigt, um einen evidenten und gut vertraglichen

Effekt nachweisen zu kdnnen.

Es werden zwar immer wieder Glykolyseinhibitoren bei der Behandlung von Tumorzellen in vitro
getestet (17), basierend auf dem Stand von 2020 sind allerdings noch keine Inhibitoren des
Energiestoffwechsel bei der FDA zur Therapie von malignen Erkrankungen gelistet (280). Auch
Inhibitoren der HXK2 haben es noch nicht in weiter fortgeschrittene klinische Studien geschafft.
Dies liegt unter anderem daran, dass wichtige Organsysteme stark von der Glykolyse abhéngig sind
und somit eine Hemmung der Hexokinase-, oder allgemein der Glykolyseaktivitat schnell mit
schweren unerwiinschten Arzneimittelwirkungen einhergehen kann (66). Eine Chance sich
mdglichst selektiv den sonst nahezu ubiquitar vorkommenden Glykolyseenzymen innerhalb einer
malignen Erkrankung als Therapietarget zu nahern, ware die Interferenz mit onkogenen

Signalwegen, die einen Einfluss auf die Expression von Glykolyseenzymen haben (30).

Auch aufgrund neuer Entwicklungen zur selektiven Adressierung eines Targets wird die Glykolyse
als Angriffspunkt bei der Behandlung einer malignen Erkrankung wieder interessanter, da es nun
moglicherweise Chancen gibt selektiver ausschlieflich die Glykolyse von Tumorzellen zu
beeintrachtigen. So wurde kirzlich ein HXK2-PROTAC entwickelt, welches den Abbau der HXK2
vermittelte und somit die Glykolyse hemmte (281). Auch durch fortschreitende
pharmazeutisch-technologische Entwicklungen ist eine Verminderung der unspezifischen Toxizitat
denkbar.

Weiterhin mag die Kombination von mehreren Glykolyseinhibitoren als eine Option angesehen
werden, da dadurch méglicherweise synergistische Effekte erreichbar sind, wahrend gleichzeitig
durch verringerte Dosen das Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen reduziert
werden konnte (147). Eine weitere Idee stellt die Inhibition der Glykolyse in Kombination mit der
Adressierung eines anderen hallmark of cancer dar, um somit an mehreren Stellen die Unterschiede

zwischen einer Tumorzelle und einer gesunden Zelle auszunutzen.

Das dem 3-BrPA zwischenzeitlich zugeschriebene groRe Potenzial als Tumortherapeutikum stellt

sich eher kritisch dar, dafiir ist der Erfanhrungsumfang in klinischen Studien zu gering und bezieht
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sich auf Einzelstudien, bei denen auch Todesfélle auftraten (141, 143). Der Wirkmechanismus der
Substanz ist zu unspezifisch alkylierend und somit zu unberechenbar. VVon Vorteil ist lediglich, dass
es durch den Eingriff in den Energiemetabolismus schneller als klassische zytotoxische
Arzneistoffe wirkt und dadurch auch etwas besser kontrollierbar sein kdnnte (141). Allerdings zeigt
sich schon an diesem simplen Molekil, wie unterschiedlich Tumorzellen auf eine Substanz
reagieren kénnen und wie wichtig eine individuell angepasste Tumortherapie ist. Die untersuchten
Zelllinien unterschieden sich in ihrer 3-BrPA-ECso fast um den Faktor 25. Auch in der
Kombinationsbehandlung zeigten sich unterschiedliche, teils gegenteilige Effekte, von einer
Behinderung der Wirkung des Zytostatikums bis zu einer Verstdrkung. Neue
pharmazeutisch-technologische Entwicklungen konnten die unspezifische Toxizitat einer
3-BrPA-Behandlung in einem Zellmodell senken (144). Dies zeigt, dass nicht nur der Wirkstoff,
sondern auch dessen Applikation wichtig ist und somit Chancen birgt, wenn nicht fur 3-BrPA
selbst, dann vielleicht fiir die Anwendung anderer Glykolyseinhibitoren. Somit kdnnten diese doch
noch einen Weg in die Therapie von malignen Erkrankungen finden. Und der Fakt bleibt, dass
klassische Zytostatika in der Regel ebenfalls ein breites Spektrum an unerwiinschten

Arzneimittelwirkungen aufweisen.

Im Zusammenhang mit den bereits gewonnen Erkenntnissen von Birsoy et al., die hier bestatigt und
teilweise auch auf resistente Zelllinien erweitert werden konnten, dass ein Transporter (MCT1) fir
die Aufnahme und Wirkung einer zytotoxischen Substanz wichtig ist (138), konnte dies ebenfalls
ein Anhaltspunkt fiir die Entwicklung zukinftiger chemotoxischer Substanzen sein. Ziel wére es
dann diese so zu entwickeln, dass sie Substrat fiir einen in Tumorzellen Uberexprimierten
Transporter sind. Auf diese Weise ware eine gewisse Selektivitdt und eine Verminderung von

unerwiinschten Arzneimittelwirkungen denkbar.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass in der Beeinflussung des Tumorstoffwechsels grolies
Potenzial liegen konnte, die Therapie einer malignen Erkrankung zu verbessern. Gleichzeitig wird
aber auch durch diese Arbeit betont, dass dies hochgradig tumorindividuell ist und keine einfachen
Verallgemeinerungen getroffen werden kénnen. Entsprechend sollten grofRere VorstoRRe in der
Forschung in Richtung von individuellen Behandlungen durchgefiihrt werden, die auch den

Glucosestoffwechsel als mdgliches Target mitberlicksichtigen.
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