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1 Einleitung

1.1 Otto Heinrich Warburg: Eine historische Einfiihrung

Der Chemiker, Arzt und Physiologe Otto Heinrich Warburg (Abb. wurde am 8. Oktober 1888

in Freiburg i. Br. geboren und zahlt mit zu den wichtigsten Kopfen der Biochemie im 20. Jahrhun-

dert.

Abbildung 1.1: Otto Warburg

Er studierte Chemie in Freiburg und Berlin und setzte seine Aus-
bildung mit einem Medizinstudium in Berlin, Miinchen und Hei-
delberg fort. 1914 wurde Otto Heinrich Warburg zum Mitglied
der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft ernannt. 3 Jahre spater wurde er
zum Professor an der Friedrich-Wilhelms-Universitat Berlin beru-
fen. 1930 griindete Warburg das Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Zell-
physiologie und blieb dort Direktor bis 1967. In seinen Forschungen
widmete er sich der Photosynthese, der Krebsforschung und der
biologischen Energielibertragung. Mit der Entdeckung der Cyto-
chromoxidase entschliisselte er 1926 den Mechanismus der Zell-
atmung und erhielt dafiir 1931 den Nobelpreis fiir Medizin und

Physiologie. Ein weiterer Meilenstein in Warburgs Forschung wa-

ren seine Arbeiten und Publikationen zum Stoffwechsel von Tumoren [121]. Dabei entdeckte er,

dass Tumore ungewohnlich hohe Mengen an Laktat sezernieren. Diese Beobachtung erklarte sich

Warburg 1930 mit der sogenannten ,Warburg-Hypothese", die besagt, dass Tumorzellen ihre Ener-

gie primar durch Umwandlung von Pyruvat zu Laktat gewinnen und nicht durch Oxidation mit

Hilfe von Sauerstoff. Da die Tumorzellen diese Art der Energiegewinnung auch in Anwesenheit von

Sauerstoff nutzen, wird dieses Phdnomen auch als ,,aerobe Glykolyse" bezeichnet. Als Ursache fiir

seine Hypothese postulierte Warburg eine gestorte Funktion der Mitochondrien in Tumorzellen,

was fiir ihn auch die grundlegende Ursache von Krebs war (Abb. [L.2)).

11



1 Einleitung

Glukose Glukose
GLUT1

O,

untransformierte Zelle Tumorzelle

Abbildung 1.2: Der Warburg-Phanotyp: Aerobe Glykolyse in Tumorzellen. Nach Aufnahme Gber den
Glukosetransporter GLUT1 wird die Glukose in der Glykolyse zu Pyruvat verstoffwechselt. In untransfor-
mierten Zellen wird Pyruvat in die Mitochondrien geschleust, wo es mit Hilfe von O2 in der oxidativen Phos-
phorylierung zur ATP-Synthese verwendet wird. Tumorzellen generieren ATP iiberwiegend in der Glykolyse.
Dabei enstehendes Laktat wird Gber den Monocarboxylattransporter MCT1 aus der Zelle ausgeschleust.

1.2 Die ,,aerobe Glykolyse*“ heute

Obwohl es nun schon ca. 80 Jahre zuriick liegt, dass Otto Heinrich Warburg Veranderungen im
Energiestoffwechsel von Tumoren feststellte, ist dieses Gebiet immer noch ein zentrales Thema
wissenschaftlicher Studien und Diskussionen. Die Warburg-Hypothese ist dabei bis heute weder
eindeutig bewiesen noch widerlegt worden. In den letzten Jahrzehnten erweckte das Thema erneut
das Interesse der Offentlichkeit durch zahlreiche Publikationen, die sich fiir und gegen die Warburg-
Hypothese aussprachen.

Fir die Hypothese spricht unter anderem eine Veréffentlichung von Schulz et al. [102]. Die
Gruppe iiberexprimierte Frataxin, ein mitochondriales Protein, in Kolonkarzinomzellen. Die Tu-
morzellen zeigten daraufhin eine erhdhte Respirationsrate und ein erhéhtes mitochondriales Mem-
branpotential. Hierdurch kam es zu verringerten Proliferationsraten in vitro und zu einer geringeren
Fahigkeit zur Tumorbildung nach Injektion in Mause. Das heisst, eine Normalisierung der Respi-
ration fiihrt zu einer Normalisierung der Proliferation. Entsprechend zeigten Untersuchungen von
Kiebish et al., dass die Cardiolipinstruktur in Mitochondrien der Gehirntumore von Mausen eine

andere Zusammensetzung im Vergleich zu entsprechenden untransformierten Zellen hatte, was

12



1 Einleitung

zu Stérungen in der Elektronentransportkette fiihrte [56]. Dieses Phospholipid ist auf der inneren
Mitochondrienmembran zu finden und beeinflusst die Bioenergetik und Funktion der Mitochon-
drien.

Auf der anderen Seite gibt es auch zahlreiche Untersuchungen, die gegen die Warburg-Hypothese
sprechen. So wurde eine aerobe Laktatproduktion auch in einigen normalen Geweben gefunden. In
Erythrozyten ist dies sogar die einzige Moglichkeit zur Energiegewinnung, da diese keine Mitochon-
drien besitzen [19]. AuBerdem zeigen auch nicht alle Tumore eine hohe glykolytische Aktivitat,
wie z.B. langsam wachsende Morris-Hepatom-Zellen [I00]. Weinhouse et al. stellten zudem in iso-
lierten Mitochondrien von Tumorzellen normale P/O-Quotienten und die Fahigkeit zur Oxidation
fest [124]. Pederson et al. konnten zeigen, dass die Mitochondrien von Tumoren in Anzahl und
Morphologie im Vergleich zu Normalgewebe zwar deutlich variierten, die Respirationsrate dieser
Tumore aber vergleichbar mit der von Normalgeweben war [85]. Somit zeigen diese Arbeiten, dass
die gesteigerte Glykolyse nicht zwangslaufig auf einer verminderten Respiration beruht.

Vander Heiden et al. sehen als Ursache fiir die aerobe Glykolyse keine irreversible Stérung der
Mitochondrien sondern eine Anpassung an die erhohte Proliferation [45]. Die Energieproduktion
tber Glykolyse ist laut Heiden zwar ineffizienter, aber schneller. Dazu beschreiben DeBerardi-
nis et al., dass glykolytische Tumorzellen ein hohes ATP/ADP-Verhaltnis, vergleichbar mit dem
von oxidativen Zellen, zeigen [24]. Die hohe Glykolyserate entlastet die Mitochondrien, die hier-
durch verstarkt Nukleotide, Aminosauren usw. durch die anaplerotische Funktion des Zitratzyklus
produzieren kénnen [45]. Somit wére die gesteigerte Glykolyse nicht durch irreversible Defekte in
der Atmungskette zu erklaren, sondern mehr als eine metabolische Anpassung der Tumorzelle zu

sehen.

1.3 Molekulare Grundlagen des verdanderten Glukosestoffwechsels

im Tumor

Wie bisher dargestellt, zeigen Tumore Veranderungen in zahlreichen Stoffwechselwegen. Dies wirft
die Frage nach der Ursache dieser Umstellung auf. Die metabolische Reorganisation des Tumors
konnte eine Reaktion auf ein verdndertes Mikromilieu sein, da viele Tumore ein hypoxisches Milieu
aufweisen. Aber wie ist damit die hohe Glykolyseaktivitat in Lungentumoren [82] und Leukémien
[42, 34] zu erkléren? Eine Vielzahl von genetischen Veradnderungen fiihrt zu einem verstarkten
Glukosemetabolismus (Abb. [1.3)). AuBerdem reguliert die Hypoxie im Tumor iber HIF-1a ver-

schiedene Gene.

13
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Abbildung 1.3: Molekulare Grundlagen des Tumormetabolismus. Mutationen in Onkogenen und Tu-
morsuppressorgenen regulieren wichtige Stoffwechselwege im Tumor. Tumore haben einen erhéhten Bedarf
an Energie und Makromolekiilen fiir Nukleotid-, Aminosaure- und Lipidsynthese. Deshalb sind besonders
Glykolyse und Glutaminolyse hochreguliert.

Der Transkriptionsfaktor HIF-1a steht im Zentrum eines komplexen Netzwerkes. Ein hypoxi-
sches Milieu, wie es im Tumor oft vorzufinden ist, stabilisiert den Transkriptionsfaktor, der die
Expression von ca. 70 Genen reguliert. Diese sind unter anderem in Glukoseaufnahme, Glykolyse,
Laktatproduktion, pH-Regulation und Angiogenese involviert [2]. Unter normoxischen Bedingun-
gen wird der Transkriptionsfaktor an Prolinresten von Prolylhydroxylasen hydroxyliert. Dies fiihrt
zu einer Ubiquitinylierung durch den Tumorsuppressor von Hippel-Lindau (VHL) und zur Degra-
dation von HIF-1c. Im klarzelligen Typ des Nierenzellkarzinoms ist VHL h&ufig mutiert, was zu
einer konstitutiven HIF-1a-Expression fiihrt [104]. Auch bei Hypoxie kénnen die Prolinreste nicht
mehr hydroxyliert werden und es kommt zu einer konstitutiven HIF-1a-Expression. HIF-1a di-
merisiert nun mit HIF-13 und verbindet sich mit p300 zu einem Komplex, der im Zellkern die
entsprechenden Gene reguliert. Weiterhin wird HIF-1« durch die Succinatdehydrogenase, die Fu-
maratdehydrogenase und reaktive Sauerstoffspezies stabilisiert [50] 92, 103].

Insgesamt ist heute klar, dass eine Vielzahl von Mutationen in Tumorsuppressorgenen und On-
kogenen regulierend in den Glukosemetabolismus eingreifen. Die bekannteste Verdanderung, die im
Zusammenhang mit Tumorerkankungen steht, ist die Mutation des Tumorsuppressors und Tran-
skriptionsfaktors P53. Mutationen im P53-Gen treten im Kolonkarzinom [48], im Brustkarzinom

[53, 66] und im Lungenkarzinom auf [52]. Der Transkriptionsfaktor ist entscheidend in Zellzyklus-
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und Apopotosevorgange involviert [111]. Dariiber hinaus greift P53 auch in den Glukosestoffwech-
sel der Zelle ein. Mathupala et al. konnten zeigen dass das Hexokinase 2-Gen am Promotor eine
Bindestelle fiir P53 aufweist [76]. Indirekt reguliert der Transkriptionsfaktor auch die Balance zwi-
schen Glykolyse und mitochondrialer Respiration. Matoba et al. identifizierten ,,Synthesis of Cyto-
chrome C-Oxidase 2" (SCO2), ein wichtiger Regulator der Cytochrom C-Oxidase, als ein von P53
reguliertes Gen [77]. Ein Ausschalten dieses Gens in humanen Tumorzellen mit Wildtyp P53 hatte
eine Umstellung auf einen glykolytischen Phanotyp, wie man ihn in Tumorzellen mit mutiertem
P53 findet, zur Folge.

Ein wichtiges Onkogen ist C-MYC. Dieser Transkriptionsfaktor ist an der Zellzyklusregulation
beteiligt und haufig in Lymphomen mutiert [109]. C-MYC reguliert auch Glukosemetabolismus-
assoziierte Gene wie die Laktatdehydrogenase A (LDHA), den Glukosetransporter 1 (GLUT1I), die
Hexokinase 2 und die Phosphofruktokinase [20]. Dariber hinaus aktiviert C-MYC die Glutamino-
lyse. Damit ist der Eintritt von Glutamin tber Glutamat und a-Ketoglutarat in den Zitratzyklus
gewahrleistet [125].

Weitere Onkogene, die in den Glukosestoffwechsel eingreifen, sind KRAS und BRAF. Mutatio-
nen in KRAS findet man haufig im Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom und im Lungenkarzinom
[127] wahrend BRAF-Mutationen vielfach im Melanom vorkommen [127]. KRAS aktiviert BRAF,
welches wiederum zur Aktivierung des MAPK/ERK-Signaltransduktionsweges fiihrt. Hierdurch
wird die Transkription vieler Gene reguliert, die Zellzyklus und Proliferation kontrollieren (FOS,
C-JUN, Cycline) [30]. Yun et al. konnten zeigen, dass KRAS neben der Regulation des Zellzyklus
auch den Glukosemetabolismus moduliert [127]. In seinen Untersuchungen fand er in Tumorzellen
mit mutiertem KRAS eine erhohte GLUT1-Expression. Dariiber hinaus kann KRAS den Gluko-
semetabolismus auch noch iiber die Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B-
Signalweges (PI3K/AKT) modulieren. AKT reguliert hierbei die Expression von Glukosetranspor-
tern, der Hexokinase, der Phosphofruktokinase und der Laktatdehydrogenase [34].

AbschlieBend zeigt sich, dass ein verandertes Mikromilieu, wie Hypoxie nur eine Ursache fiir
einen veranderten Tumormetabolismus darstellt. Weitere Ursachen liegen in der Mutation von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. Das Zusammenspiel von verschiedenen Faktoren im Tu-
mormilieu, wie Hypoxie und die Expression bzw. Mutation/Deletion bestimmter Onkogene und

Tumorsuppressorgene, bestimmt somit den metabolischen Phanotyp.
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1.4 Dysregulierte Stoffwechselwege im Tumor

1.4.1 Veranderungen im Glukosestoffwechsel - Bedeutung fiir die

Tumordiagnostik und Tumorprognose

Viele Tumore zeichnen sich durch eine Hochregulation verschiedener Glykolyse-assoziierter Gene,
die Glukosetransporter, Hexokinase, Pyruvatkinase, Laktatdehydrogenase und Monocarboxylat-
transporter codieren, aus. Da die Glykolyse nur einen Bruchteil der Energie liefert (2 ATP),
die durch Oxidation entstehen wiirde (36 ATP), zeigen Tumore einen erhéhten Glukoseumsatz,
um ihren Energiebedarf zu decken. Die erhohte Expression von Glukosetransportern (GLUT1,
GLUT3) wird seit langem in der medizinischen Diagnostik genutzt [13]. Die Positronen-Emissions-
Tomographie mit ¥F-fluoro-2-Deoxy-D-Glukose (*8F-2-DG) ist eine etablierte Methode zur De-
tektion, Diagnose und Wachstumskontrolle von Tumoren [96]. Da Tumorzellen diese nicht verstoff-
wechselbare Substanz anreichern, lassen sich hoch glykolytische Tumore von normalem Gewebe
abgrenzen.

Eine Uberexpression der Hexokinase 2 als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der Glykolyse
korreliert bei Gehirnmetastasen von Brustkrebspatienten mit einer schlechten Prognose [84]. Die
Pyruvatkinase ist im Tumor als M2-Isoform (iberexprimiert und begiinstigt invasives Tumorwachs-
tum [17].

Auch eine erhdhte Expression der Laktatdehydrogenase (LDH) begiinstigt das Tumorwachstum.
Fir die LDH gibt es 3 Gene, LDHA, LDHB und LDHC [71]. Diese codieren verschiedene Unter-
einheiten aus denen sich die 5 Isoenzyme zusammensetzen (Tab. 1.1). LDHC wird nur wahrend

der Embryonalentwicklung exprimiert.

Isoenzym Untereinheiten
LDH-1 4xLDHB
LDH-2 3xLDHB / 1xLDHA
LDH-3 2xLDHB / 2xLDHA
LDH-4 1xLDHB / 3xLDHA
LDH-5 4xLDHA

Tabelle 1.1: Isoenzyme der Laktatdehydrogenase. Dargestellt ist die Zusammensetzung der 5 Isoenzyme
der Laktatdehydrogenase. Die Untereinheiten werden von den Genen LDHA und LDHB codiert.

In glykolytischen Tumoren ist insbesondere die LDH-5, bestehend aus 4 LDHA-Untereinheiten,

erhoht. Dieses Isoenzym katalysiert die Umsetzung von Pyruvat zu Laktat und ist unter physiolo-
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gischen Bedingungen hauptséchlich in Leber- und Skelettmuskulatur exprimiert.

Koukourakis et al. analysierten die Expression von LDH-5 immunhistochemisch im kolorektalen
Adenokarzinom. Dabei fanden sie eine Korrelation zwischen deren Uberexpression und schlech-
ter Uberlebensrate der Patienten [63]. Auch im Lungenkarzinom konnten Koukourakis et al. eine
erhéhte Expression der LDH-5 finden, die wiederum mit der Tumoraggressivitat und schlechter
Prognose korrelierte [62]. Dies spiegelte sich auch in den erhéhten LDH-Konzentrationen im Se-
rum der Patienten wieder [62],[64]. Giannoulaki et al. konnten diese Ergebnisse bei der Analyse der
LDH-Spiegel im Serum von Tumorpatienten bestatigen [38]. Im Gegensatz zur LDH-5-Expression
in Tumorzellen wurde in Tumor-assoziierten Fibroblasten eine verstarkte LDH-1-Expression gefun-
den [60, [61]. Die LDH-1 katalysiert die Umwandlung von Laktat zu Pyruvat. Dadurch kdnnten
diese Stromazellen das von Tumorzellen sezernierte Laktat aufnehmen und oxidativ verstoffwech-
seln.

Zum Nachweis von Laktat im Tumor entwickelten Miiller-Klieser et al. eine Biolumineszenz-
technik. Dabei fanden sie im Kolonkarzinom, im Cervixkarzinom sowie in Tumoren im Kopf- und
Halsbereich deutlich erhohte Laktatmengen, die mit Metastasierung und schlechter Prognose kor-
relierten [99, [118| [120]. Walenta et al. fanden hier Laktatkonzentrationen zwischen 8 und 40
umol/g in Tumorbiopsien [119], die mit Metastasierung korrelierten.

Eine Ausschleusung des Laktats tber die Monocarboxylattransporter (MCTs) ist fir die pH-
Homdoostase der Tumorzelle von entscheidender Bedeutung [43]. MCT1 ist in Lymphomen, im
Kolonkarzinom [61], in Melanomen [117] und Lungenkarzinom [60] tberexprimiert. Die Suppres-
sion von MCT1 fihrt in vitro zu einem verminderten Proliferationsverhalten [78].

Neben der Glykolyse spielt auch der Pentosephosphatweg (PPP) als Lieferant fiir Ribosen und
Reduktionsaquivalenten (NAPDH) fiir anabole Vorgénge eine wichtige Rolle im Glukosemetabo-
lismus des Tumors. Haufig findet man in Tumoren eine Uberexpression der Transketolase-like-1
(TKTL1), einer von 3 Transketolasen (TKT, TKTL1, TKTL2), die im nicht-oxidativen Teil des
PPP eine entscheidende Rolle spielen [67) [128].

Neben der Uberexpression von Genen der Glykolyse wirken sich auch mitochondriale Defekte,
die schon Warburg als Ursache fiir die aerobe Glykolyse postulierte, auf den Glukosemetabolismus
im Tumor aus. Haufig manifestieren sich derartige Mutationen in den Atmungskomplexen | und

[Il, bzw. der S-Untereinheit der 5-F1-ATPase in Nieren-, Brust- und Kolonkarzinomen [98].

17



1 Einleitung

1.4.2 Genetische Regulation der LDHA - Effekte in vitro und in vivo

Mehrfach konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der LDH in vitro und in vivo in der Maus
zu einer verminderten Proliferation fiihrt. In vitro konnten Fantin et al. zeigen, dass eine Herrun-
terregulation der LDHA per siRNA in Mammakarzinomzelllinien die oxidative Phosphorylierung
stimuliert [35]. Damit geht besonders unter Hypoxie eine verminderte Proliferation und Migration
einher. Bestatigt wurden diese Ergebnisse von Xie et al., der in Nierenkarzinomzelllinien die iiber-
exprimierte LDHA per siRNA herunterregulierte [126], was ebenfalls eine Wachstumsinhibition
zur Folge hatte. In vivo zeigte sich hier bei Injektion dieser Zelllinien in immundefiziente Mause
auch unter Normoxie eine Wachstumsinhibition im Vergleich zu Kontrollen. Le et al. inhibier-
ten die LDHA mit siRNA und ,,small-molecule”-Inhibitoren in B-Lymphom-Zelllinien. Sie fanden
in vitro eine erhohte Radikalbildung, hervorgerufen durch Umstellung von Glykolyse auf oxidative

Phosphorylierung, als Ursache fiir diese Proliferationsinhibition [69].

1.4.3 Der Aminosaurestoffwechsel

Stark proliferierende Zellen sind neben Glukose primar von Glutamin abhangig. Als haufigste Ami-
nosaure im Korper fungiert Glutamin als Haupt-Stickstoff-Gruppendonor in der Synthese von Ma-
kromolekiilen wie z.B. Nukleotiden und Aminosauren. In der Glutaminolyse wird Glutamin durch
die Glutaminase zu Glutamat und anschlieBend zu a-Ketoglutarat umgewandelt, wodurch es in den
Zitratzyklus eintreten kann. Das eingeschleuste a-Ketoglutarat kann tGber Malat zu Pyruvat und
Laktat umgewandelt werden, wobei ein Reduktionsaquivalent in Form von NADPH/H+ entsteht.
Da der Tumor seinen Energiebedarf primar durch ,aerobe Glykolyse" deckt, hat der Zitratzyklus
eine anaplerotische Funktion in der Synthese von Makromolekiilen wie Aminoséauren, Lipiden und
Nukleotiden, bei der Glutamin den Stickstoff liefert [23]. Entsprechend zeigen Tumorzellen eine
gesteigerte Glutaminase-Expression und erhdhte Glutaminaufnahme. AuBerdem wurde in Tumor-
patienten eine erniedrigte Glutaminkonzentration, jedoch eine erhéhte Glutamatkonzentration im
Serum festgestellt [3].

Neben Glutamin spielen auch Tryptophan und Arginin eine wichtige Rolle im Aminosaurestoff-
wechsel des Tumors. Tryptophan wird im ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Abbaureaktion von der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) zu Kynurenin umgewandelt. Der Mensch
besitzt 2 IDO-Isoenzyme, IDO1 und IDO2 [72, [73]. Ein wichtiges Beiprodukt dieser Reaktion ist
NAD, ein bedeutender Kofaktor bei Redoxvorgangen im Energie- und Glukosestoffwechsel der Zelle
[55]. Besonders im Melanom-, Kolon- und Nierenzellkarzinom findet man eine erhéhte Expressi-

on der IDO, was zu einer Tryptophanverarmung, sowie zu einer Anreicherung der entstehenden
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Metaboliten im Tumormilieu fihrt [73] [10].

Arginin wird sowohl durch die Arginase (ARG) in Ornithin und Harnstoff umgesetzt, als auch
durch die NO-Synthase (NOS) in Citrullin und NO. Ornithin und Citrullin sind wichtige Vorlaufer
des Polyaminstoffwechsels und somit essentiell fiir starkes Zellwachstum. NO fiihrt unter anderem
zu Vasodilatation, was den Tumor in seinem Wachstum begilinstigen kann.

Es konnte gezeigt werden, dass ARG2 und NOS in Schilddriisentumoren und im Prostatakar-
zinom koexprimiert vorliegen und eine Peroxynitrit-abhangige T-Zellsuppression auslésen. Eine
Herunterregulation dieser Gene in Tumorzellen fiihrt zu verringerter Proliferation und Apoptose

[1T, 22].

1.4.4 Der Lipidstoffwechsel

Da die Tumorentstehung haufig mit chronischer Entziindung in Zusammenhang steht, liegt es
nahe, dass auch proinflammatorische Stoffwechselwege das Tumorwachstum positiv beeinflussen.
Von besonderer Bedeutung sind hier die beiden Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX1, COX2). COX1
ist in allen Geweben exprimiert und fiir die physiologische Produktion von Prostanoiden verant-
wortlich. Im Gegensatz dazu ist COX2 induzierbar und wird selektiv bei Entziindung exprimiert
[122]. COX2 ist auch h3ufig in Tumoren, wie dem Kolonkarzinom (80%) und Brustkarzinom
(40%) hoch exprimiert. Die erhdhte Expression von COX2 im Tumor steht in Zusammenhang mit

Proliferation, Metastasierung, Invasion und Hemmung der Apoptose [5, 59, 68].

1.5 Pharmakologische Moglichkeiten zur Modulation des

Glukosestoffwechsels

Veranderungen im Stoffwechsel des Tumors bieten vielfaltige Moglichkeiten um therapeutische
Ansatze zur Bekdmpfung von Krebs zu entwickeln. Zahlreiche Wirkstoffe, die an unterschiedlichen
Stoffwechselwegen eingreifen sind bereits bekannt.

Es gibt verschiedene Glykolyseinhibitoren, von denen das Glukoseanalog 2-Deoxy-D-Glukose
(2-DG) das bekannteste ist. Nach Aufnahme in die Zelle und Umsetzung zu 2-DG-6-Phosphat
inhibiert es die Hexokinase 2, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Glykolyse und
blockiert somit die weitere Umsetzung von Glukose [86]. Diese Eigenschaft nutzt die Positronen-
Emissions- Tomographie mit 18F-2-DG als etablierte Methode zur Detektion, Diagnose und Wachs-
tumskontrolle von Tumoren [96]. Da Tumorzellen diese nicht verstoffwechselbare Substanz anrei-

chern, lassen sich hoch glykolytische Tumore von normalem Gewebe abgrenzen. In vitro konnten
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Hammilton et al. eine verringerte ATP-Produktion von Tumorzellen feststellen, wenn sie diese
mit 2-DG inkubierten [44]. Weitere bekannte Glykolyseinhibitoren sind 3-Bromopyruvat (3-BP)
und lodoacetat (IAA). 3-BP ist, wie 2-DG, ein Hexokinase 2-Inhibitor und IAA blockiert die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase. Die Ergebnisse von Bhardwaij et al. zeigen, dass die-
se Glykolyseinhibitoren das Wachstum und die Migration von Pankreaskarzinomzelllinien in vitro
inhibierten [g].

Weitere inhibitorische Effekte auf das Zellwachstum konnten Hammilton et al. bei Inkubation
der Tumorzellen mit Oxamsaure feststellen [44]. Die Substanz blockiert die LDH was eine Inhibition
der Laktatproduktion zur Folge hat. Eine Reduktion der aeroben Glykolyse durch Oxamat konnte
in vitro auch von Fiume et al. in Leberzellkarzinomzelllinien bestatigt werden [37].

Die Ansauerung im Tumormilieu durch die hohe glykolytische Aktivitdt des Tumors, zieht ein
schlechtes Ansprechen gegeniiber Chemotherapeutika nach sich. Zhou et al. konnten in vitro in
humanen Brustkarzinomzelllinien, die eine Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum Taxol
aufwiesen, eine erhéhte LDHA-Expression feststellen [129]. Die Herrunterregulation der LDHA
mit siRNA in diesen Zelllinien fiihrte zu einer starken Erhéhung der Sensitivitat gegeniiber Taxol.
Somit liegt es nahe, dass Glykolyseinhibitoren, wie 2-DG besonders fiir Kombinationstherapien
geeignet sind.

Maschek et al. konnten in vivo ahnliche Ergebnisse erzielen [75]. Bei der Untersuchung von
Nacktmausmodellen des Osteosarkoms und Lungenkarzinoms konnten sie eine deutlich erhdh-
te Wirksamkeit von Adriamycin sowie Paclitaxel in Kombination mit 2-DG zeigen. Wurden den
Mausen diese Medikamente gemeinsam mit 2-DG verabreicht, fiihrte dies zu einer signifikanten
Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich zu Kontrollen, die ausschlieBlich mit den Chemo-
therapeutika oder mit 2-DG behandelt wurden. In vitro wurde an Tumorzellen mehrfach gezeigt,
dass 2-DG den Effekt von Radiotherapien um ein Vielfaches verstarkt [89, [106]. In diesem Zu-
sammenhang konnten wir in Zusammenarbeit mit Karin Eberhart und Katrin Renner (Lehrstuhl
fur funktionelle Genomik, Universitat Regensburg) konnten wir eine erhdhte Sensitivitat akuter
myeloischer Leukamiezellen gegeniiber Glukokortikoiden zeigen, wenn diese zusatzlich mit 2-DG
behandelt wurden [32].

Da auch Tyrosinkinasen, wie RAS/RAF, den Glukosemetabolimus regulieren, stellen Tyrosin-
kinaseinhibitoren eine Moglichkeit dar, pharmakologisch in die aerobe Glykolyse einzugreifen. Ima-
tinib (Gleevec®) wird als gangiges Medikament zur Behandlung chronischer myeloischer Leukami-
en (CML) eingesetzt [26]. Das Medikament blockiert die mutierte Tyrosinkinase BCR-ABL, die

in ca. 95% aller CML-Patienten zu finden ist. Dieses Fusionsprotein entsteht durch eine Trans-

20



1 Einleitung

lokation der Chromosomen 22 und 9 und fiihrt zu unkontrollierter Proliferation und Stimulation
der GLUT1-Expression [46]. Gottschalk et al. konnten mit Imatinib die Glukoseaufnahme in BCR-
ABL mutierten Leukamiezellen blockieren [42]. Gleichzeitig zeigten diese erhéhte mitochondriale
Aktivitat sowie eine vermehrte Produktion von Zitratzyklusintermediaten.

HIF-1a als zentraler Regulator der Glykolyse und der damit verbundene mTOR (engl. mamma-
lian Target of Rapamycin) -Stoffwechselweg bieten weitere Angriffspunkte. Die GLUT1-Expression
wird dabei liber mTOR gesteuert, sowie liber HIF-1c, welches wahrscheinlich iiber mTOR reguliert
wird [47]. Dies erklart eine Blockade der Glukoseaufnahme durch den mTOR-Inhibitor Rapamycin
[123]. mTOR spielt besonders im Nierenzellkarzinom eine groBe Rolle. Hier wird Temsirolimus
bereits als gdngiges Medikament eingesetzt [54], was eine Blockade von VEGF zur Folge hat [27].
Auch von anderen bekannten Medikamenten wurde gezeigt, dass sie mTOR und dadurch HIF-1«
regulieren, was indirekt auch zu einer Regulation der Glykolyse fiihren kénnte [91].

Ein anderer Ansatz, den Glukosemetabolismus in Tumorzellen zu beeinflussen, besteht in der
Reaktivierung der gestérten mitochondrialen Aktivitat. Dichloracetat blockiert die Aktivitat der
Pyruvatdehydrogenase-Kinase (PDK) [80]. Die PDK reguliert die Aktivitat der Pyruvatdehydro-
genase, die fir die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA verantwortlich ist. Somit reaktiviert
Dichloracetat (DCA) den mitochondrialen Stoffwechsel in hochglykolytischen Tumorzellen. Das
Medikament wird im Patienten bisher zur Behandlung von Azidosen bei Kindern eingesetzt. In vi-
tro konnte eine Proliferationsinhibition durch DCA bei Kolonkarzinomzellen gezeigt werden [74].
Aber auch in ersten in vivo Modellen zeigt das Medikament Wirkung [113]. Sun et al. injizierten
Mammakarzinomzellen intravends in Ratten. Eine gleichzeitige Verabreichung von DCA vermin-
derte dabei die Bildung von Lungenmetastasen um 58%. Eine inhibitorische Wirkung von DCA
auf das Tumorwachstum in vivo konnten auch Bonnet et al. zeigen [9]. Sie injizierten Tumorzellen
subkutan in immundefiziente Ratten. Diesen wurde iiber mehrere Wochen DCA mit dem Trink-
wasser oral verabreicht. Im Vergleich zu Kontrolltieren, die nur reines Wasser zu trinken bekamen,

war ein deutlich verringertes Tumorwachstum in diesen Ratten erkennbar.

1.6 Der Effekt von Tumormetaboliten auf das Immunsystem

Tumore sind von verschiedenen Immunzellen, wie Makrophagen, dendritischen Zellen, myeloiden
Suppressorzellen und T-Zellen, infiltriert und der verdnderte Tumormetabolismus hat Einfluss auf
das Immunsystem. Die verschiedenen Tumormetaboliten wirken dabei entweder direkt inhibitorisch
auf die T-Zellen oder indirekt iiber die Modulation von antigenprasentierenden Zellen.

Die aerobe Glykolyse fiihrt im Tumor zu einer erhohten Produktion an Laktat. Dies wird Gber
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einen Proton-gekoppelten Kotransport durch die Monocarboxylattransporter MCT1 und MCT4
aus der Zelle geschleust [43], was eine Ansiuerung im Tumormilieu zur Folge hat. Hierbei kdnnen
Laktatkonzentrationen von 8-40 pmol/g entstehen, die mit der Tumormalignitat korrelieren [118],
119| 120].

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Laktat die Differenzierung von Monozyten zu den-
tritischen Zellen inhibiert und die Zytokinproduktion und Antigenexpression dendritischer Zellen
verandert wird [39, 40]. Ahnliche Ergebnisse zeigen Arbeiten von Douvdevani et al. [29] und Puig-
Kroger et al. [90]. Douvdevani et al. zeigten, dass die TNF- und IL-13-Sekretion in Monozyten und
Makrophagen reduziert war, wenn diese mit Peritonealdialyse-Fliissigkeit mit niedrigem pH und
hoher Lakatatkonzentration inkubiert wurden [29]. Die Ergebnisse von Puig-Kroger et al. zeigten,
dass Glukosemetaboliten in der Peritonealdialyse-Fliissigkeit inhibitorische Effekte auf die Diffe-
renzierung von Monozyten haben [90]. Unsere Arbeitsgruppe konnte eine inhibitorische Wirkung
von Laktat auf humane Monozyten beobachten [28]. Hierbei wurde die TNF-Sekretion gehemmt,
wobei die Inhibition der Glykolyse eine wichtige Rolle spielt.

Weiterhin inhibiert Laktat die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen, die entscheidende Effek-
torzellen im Tumor sind [36].

AuBer dem Glukosestoffwechsel und Laktat spielt auch der Aminosaurestoffwechsel des Tu-
mors, insbesondere die dabei beteiligten Enzyme IDO und ARG, eine bedeutende Rolle bei der
Modulation von Immunzellen. IDO und ARG kdnnen sowohl vom Tumor selbst als auch von infil-
trierenden myeloiden Zellen exprimiert werden, was unter normalen physiologischen Bedingungen
wahrscheinlich iiberschieBende Immunreaktionen verhindert [97) 55]. Durch Tryptophan- und Ar-
gininverarmung im Tumormilieu inhibieren diese Enzyme T-Zellen, fiir die beide Aminosaduren
essentiell sind [81], 116]. Dendritische Zellen, die IDO exprimieren, werden dadurch von ihrer ur-
springlichen stimulatorischen Funktion zu Inhibitoren der T-Zellantwort [81], [88], da entstehende
Metaboliten wie Kynurenin, Ornithin und NO hemmend auf die T-Zellantwort wirken [97, [87].

Dariiber hinaus spielt der Glutaminstoffwechsel eine Rolle bei der Immunmodulation. Von der
Zelle aufgenommenes Glutamin wird durch die Glutaminase zu Glutamat umgewandelt. Dies
kann entweder tber die Zwischenform a-Ketoglutarat im Zitratzyklus verstoffwechselt oder iiber
Glutamattransporter aus der Zelle geschleust werden und dort die Aktivitdt von T-Zellen inhibie-
ren. Pacheo et al. fanden Glutamattransporter in antigenprasentierenden Zellen sowie Glutamat-
rezeptoren auf T-Zellen, was die immunmodulatorische Funktion von Glutamat erméglicht [83].
Im Kolonkarzinom konnte zudem gezeigt werden, dass erhdhte Glutamatspiegel im Serum von

Tumorpatienten mit einer verminderten T-Zellinfiltration korrelierten [31].
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Zusammenfassend wurde hier dargestellt, dass verschiedene Dysregulationen im Metabolismus
von Tumoren bekannt sind, deren Ursachen hauptsichlich auf genetischen Verdnderungen beru-
hen. Diese verdnderten Stoffwechselwege sowie dabei entstandene Metaboliten beeinflussen die
Immunantwort und begiinstigen dadurch das Tumorwachstum. Eine Blockierung dieser Stoffwech-
selwege auf pharmakologischer Ebene zeigt bereits, dass der Tumor sowohl in seinem Wachstum
selbst inhibierbar ist, damit aber auch eine Reaktivierung von Immunzellen moglich ist. Der Tumor-
metabolismus wird hier zu einem attraktiven Ziel in der Entwicklung von Therapien. Erkenntnisse
iiber diese dysregulierten Stoffwechselwege und die Auswirkungen dabei entstehender Metaboliten

auf das Immunsystem, liefern hier wichtige Erkenntnisse zur Entwicklung von Immuntherapien.
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2 Zielsetzung

Viele Tumore sezernieren Metaboliten, welche die Immunantwort negativ modulieren kénnen. Un-
sere Arbeitsgruppe konnte bereits in fritheren Experimenten zeigen, dass Laktat, das Endprodukt
der Glykolyse, inhibitorische Effekte auf Immunzellen hat. Daneben ist aus der Literatur bekannt,
dass Stoffwechselprodukte sowohl des Arginin- als auch des Tryptophanstoffwechsels einen negati-
ven Einfluss auf Tumor-infiltrierende Immunzellen haben. Die Sekretion verschiedener Metabolite
im Tumormilieu supprimiert somit Immunzellen, wodurch sich der Tumor dem Angriff durch das
Immunsystem entziehen kann. Im Rahmen dieser Arbeit sollte dieser ,Immunescape” Mechanismus
naher untersucht werden. Ein wichtiger Aspekt war hierbei, dass nicht nur ein Stoffwechselweg se-
lektiv, sondern ein Gesamtprofil der wichtigsten bekannten immunmodulatorisch wirkenden Wege
im Vergleich untersucht werden sollte. Als Modellsystem fiir Tumore sollten hierzu Tumorzellinien
unterschiedlichen Ursprungs mit primaren Zellen aus entsprechenden Geweben sowie Immunzellen
auf genetischer Ebene verglichen werden. Die Metaboliten sollten anschlieBend in Zellkulturiiber-
standen von Tumorzellinien nachgewiesen werden. Weiterhin sollten mit einem shRNA-Konstrukt
humane und murine Tumorzellinien generiert werden, bei denen die Laktatdehydrogenase A sta-
bil herunterreguliert ist, um eine verringerte Laktatsekretion zu erreichen. Diese Zelllinien sollten
generiert werden, um in vitro und in vivo den Effekt einer verringerten Laktatsekretion auf das
humane und murine Immunsystem zu untersuchen. Zusammenfassend sollten die durchgefiihrten
Experimente einen tieferen Einblick in den Tumormetabolismus liefern, um in weiterfiihrenden
Analysen die Effekte von Tumormetaboliten auf das Immunsystem genauer untersuchen zu kon-

nen.
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3 Material

3.1 Gerate

Gerat Firma, Ort

Autoklav Technomara, Fernwald, Deutschland
ADVIA 1650 Bayer, Tarrytown, NY

BD FACSAria Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Bioanalyzer Agilent, Waldbronn, Deutschland

Elektrophorese-Apparaturen
ELISA-Plattenlesegerat

Heat sealer Fermant 400
Inkubatoren

Kamera

Keramikmorser

Laminar air flow cabinet Lamin Air HA 2472
Mikroskope

Multipipettor Multipette plus
NanoDrop

Netzgerate

Neubauerzdhlkammer
PCR-Thermocycler PTC-200
PCR-Thermocycler Veriti 384 well
pH-Meter

Picofuge

Realplex Mastercycler epGradient S
SDR SensorDish® Reader

Sorvall RC 6 plus

Biometra, Géttingen, Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Josten & Kettenbaum, Bensberg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Polaroid, Cambridge, USA

Haldenwanger, Berlin, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PeqlLab, Erlangen, Deutschland

Biometra, Géttingen, Deutschland

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland
MJ-Research/Biometra, Oldendorf, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA

Knick, Berlin, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Presens, Regensburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Hudson, USA
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Gerat Firma, Ort

Speed Vac Christ, Osterode, Deutschland
Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vortex Scientific Instudries Inc., New York, USA
Wallac Harvester PerkinElmer, Gaithersburg, MD

Wallac Betaplate Counter PerkinElmer, Gaithersburg, MD
Wasserreinigungsanlage Millipore, Eschborn, Deutschland
Wasserbad Julabo, Seelstadt, Deutschland

Western Blot-Kammer Biometra, Géttingen, Deutschland

Tabelle 3.1: Gerate

3.2 Verbrauchsmaterial

Material Firma, Ort

Kryo-Rohrchen Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Eppendorf-ReaktionsgefaBe Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heat sealing film Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kantlen Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Kunststoffschaber Costar, Cambridge, USA

Multiwell Zellkulturplatten und Rohrchen  Falcon, Heidelberg, Deutschland

PCR Platten Twin.tec 96-Well Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Skapelle FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan
Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Zellkultur-Flaschen und -Pipetten Costar, Cambridge, USA

Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterial

3.3 Chemikalien, Kits und Reagenzien

Kit Firma, Ort
a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Blasticidin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

BSA Sigma, Deisenhofen, Deutschland




3 Material

Kit

Firma, Ort

2-Deoxy-D-Glukose

DNA Leiter 1 kb plus

DNA Molekulargewichtstandard
dNTPs

ECL Detektions-Kit

FastStart Tag DNA-Polymerase
Fotales Kalberserum

G418

Kaleidoscope pre-stained standard protein marker

L-Glutamin

Lipofectamine™2000
NucleoSpin® Plasmid Quick Pure
OptiMEM

Oxamséaure

Penicillin /Streptomycin

Plasmid Midi-Kit (endo-free)
QIAGEN Plasmid Mini-Kit
QlAquick Gelextraktions-Kit
QIAquick PCR Aufreinigungs-Kit
QuantiTect SYBR green

Quick Ligation-Kit

RIPA-Puffer

RPMI 1640

Suresilencing™ shRNA Plasmid-Kit
RNeasy Mini-Kit

TOPO TA Cloning®-Kit

Trypsininhibitor Typ I-S

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NEB, Frankfurt, Deutschland

GE Healthcare, Buckinghamshire, GroBbritannien

Roche, Mannheim, Deutschland
PAA, Célbe, Deutschland

PAA, Célbe, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Gibco, Eggenstein, Deutschland
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Gibco, Eggenstein, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
NEB, Frankfurt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Tabelle 3.3: Chemikalien, Kits und Reagentien

Weitere Chemikalien, die in obiger Tabelle nicht aufgefiihrt sind, wurden von den Herstellern Sigma
(Deisenhofen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Fir alle Lésungen,

Puffer und Reaktionsansatze wurde grundsatzlich nur Millipore-gereinigtes, entionisiertes Wasser
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3 Material

oder DEPC-behandeltes HoOysg der Firma Amersham (Braunschweig, Deutschland) verwendet.

3.4 Plasmide

pCR®2.1-TOPO

MCS

Abbildung 3.1: pCR®2.1-TOPO. Das Plasmid wurde zur Klonierung von PCR-Produkten in Bakterien
verwendet. Es besitzt eine ,multiple cloning site” (MCS) zur Einbringung von DNA-Fragmenten in ei-
nem lacZa-Gen (,blue/white-screening”) und zwei Resistenzgene gegen Ampicillin und Kanamycin zur
Antibiotika-Selektion. Firma: Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland.

pGeneClip hMGFP

77 1 |1stan
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linearized gﬁene(:lip"“ E
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/ 8
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Pat T sPs |529

1638

Abbildung 3.2: pGeneClip hMGFP. Dieses Plasmid wurde zur Herrunterregulation der LDHA in den Me-
lanomzelllinien Mellm und B16.SIY E12 verwendet und beinhaltete jeweils eines der 4 verschiedenen
shLDHA-Sequenzen bzw. eine sog. ,scrambled“-Sequenz fiir die Kontrollen unter der Regulation eines
CMV-Promotors. Diese ,scrambled”-Sequenz besteht aus einer in silico-konstruierten Basenzusammen-
setzung, die an keiner bekannten mRNA-Sequenz bindet. Weiterhin sind auf dem Plasmid ein Ampicil-
linresistenzgen zur Antibiotikaselektion und ein GFP-Gen zur Selektion per Zellsorter und Kontrolle der
Transfektionsrate.
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pGene/V5-His

5
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Abbildung 3.3: pGene/V5-His. Da die B16.SIY E12 Zelllinien bereits mit einem Plasmid transfiziert wur-
den, das ein Ampicillinresistengen enthalt, wurden diese mit einem pGene/V5-His Plasmid kotransfiziert.
Bei diesem Plasmid wurde die Zeozinresistenz gegen eine Blasticidinresistenz ersetzt. Somit konnten die
Zellen nach der Transfektion und iiber mehrere Passagen hinweg mit Blasticidin unter Selektionsdruck
gehalten werden.

3.5 Antikorper fiir Western-Blot

Reaktivitat (Spezies) generiert in Isotyp Firma, Ort

anti-3-Aktin (Mensch) Kaninchen lgG Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

anti-lgG, HRP konj. (Ziege) Kaninchen IgG Dako, Hamburg, Deutschland

anti-LDHA (Mensch, Maus, Ratte) Kaninchen IgG Santa Cruz, Heidelberg,

Deutschland

anti-LDHB (Mensch) Maus lgG Santa Cruz, Heidelberg,
Deutschland

anti-IgG, HRP konj. (Maus) Ziege IgG Dako, Hamburg, Deutschland

anti-lgG, HRP konj. (Kaninchen) Ziege IgG Dako, Hamburg, Deutschland

Tabelle 3.4: Antikorper
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3 Material

3.6 Oligonukleotide

3.6.1 RT-gPCR-Primer fiir humane Sequenzen

Beschreibung Gen Sequenz: 5° — 3’

18srRNA RN18S1  forward ACCGATTGGATGGTTTAGTGAG
reverse ~ CCTACGGAAACCTTGTTACGAC

Arginase 1 ARGI forward AGTGGAAACTTGCATGGACAACCT
reverse  GGCAGATATACAGGGAGTCACCCA

Arginase 2 ARG2 forward GATGCCCATGCTGACATCAACAC
reverse  TGTGGTACCTTATCCTGTAGTTCTCTG

CD1a CDla forward TATTCCGTATACGCACCATTCGGTC
reverse  CAGCCTCCTGTCACCTGTATCTC

CD1e CDle forward CCTGGTCATATTGGTTGTAGTTGACTC
reverse  TGTTGGCTCCCATGAGAAAGACAG

CD3e CD3e forward TGAGGGCAAGAGTGTGTGAG
reverse  TAGTCTGGGTTGGGAACAGG

CD4 CD4 forward ATGTGGCAGTGTCTGCTGAG
reverse  GATGCCTAGCCCAATGAAAA

CDs8 CD8 forward CCCTGAGCAACTCCATCATGT
reverse  GTGGGCTTCGCTGGCA

CD83 CD83 forward CCCTGCACAGCGTAAAGAAGAGAC
reverse  TCATACCAGTTCTGTCTTGTGAGGAG

Cyclooxygenase 1 COX1 forward CTACGAGCAGTTCTTGTTCAACACC
reverse  ATGACATCCACAGCCACATGCAG

Cyclooxygenase 2 cox2 forward CCAGAGCAGGCAGATGAAATACCAG
reverse  TCGATGTCACCATAGAGTGCTTCC

FOXP3 FOXP3 forward GAAACAGCACATTCCCAGAGTTC
reverse  ATGGCCCAGCGGATGAG

Glukosetransporter 1 GLUT1 forward ~AACTCTTCAGCCAGGGTCCAC
reverse  CACAGTGAAGATGATGAAGACGTAGGG

Glukosetransporter 3 GLUT3 forward CTTCGTCAACCGCTTTGGCAG

reverse

TAACCAAGCGACCCAGGATCAG
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Beschreibung Gen Sequenz: 5° — 3’

Glukosetransporter 14 GLUT14 forward AGCTGGGCATAGTTATTGGAATTCTG
reverse  CTTTCAGGGCAACATGGAAGGG
Indolamin-2,3-Dioxygenase IDO1 forward GGTCATGGAGATGTCCGTAAGGT
reverse  CCAGTTTCTTGGAGAGTTGGCAG
induzierbare NO-Synthase iNOS forward AAGCCCAGGTTCTACTCCATCAG
reverse  ATCTCGGGTGTGGTAGGTGAC
Laktatdehydrogenase A LDHA forward GGTTGGTGCTGTTGGCATGG
reverse  TGCCCCAGCCGTGATAATGA
Laktatdehydrogenase B LDHB forward GATGGTGGTTGAAAGTGCCTATGAAGTC
reverse ~ AGCCACACTTAATCCAATAGCCCA
Malatdehydrogenase MDH forward GCTCAAATTGCTCTTAAACTTGGTGTG
reverse  AGCTTCATAAACACCAACTTCCTTTCC
Monocarboxylattransporter 1~ MCT1 forward GCAGCTTCTTTCTGTAACACCGT
reverse  GTCGCCTCTTGTAGAAATACTTGCC
Monocarboxylattransporter 4  MCT4 forward GGCCCTGCCAATGATTGCT
reverse ~ GCATCAGAGGGACGAAGAAGAGGA
Pyruvatdehydrogenase PDH forward TTGTTGCCTGAAGAATACCAAGGAGGA

reverse  TTCAGCACAGGTCGGAACCTC

Tabelle 3.5: RT-qPCR-Primer fiir humane Sequenzen

3.6.2 RT-gqPCR-Primer fiir murine Sequenzen

Beschreibung Gen Sequenz: 5° — 3’

Laktatdehydrogenase A Ldha forward TATCTTAATGAAGGACTTGGCGGATGAG
reverse  GGAGTTCGCAGTTACACAGTAGTC
Laktatdehydrogenase B Ldhb forward TTGTGGCCGATAAAGATTACTCTGTGAC

reverse  AGGAATGATGAACTTGAACACGTTGAC

Tabelle 3.6: RT-qPCR-Primer fiir murine Sequenzen
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3.7 Bakterienstamme

Bakterienstamm genetischer Hintergrund
TOP 10 F— mcrA A (mrr — hsdRMS — merBC) ¢80lacZA M15 A lacX74 recAl
deoR araD139 A(ara — leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Tabelle 3.7: Bakterienstamme

Der Bakterienstamm TOP 10 wurde zur Vermehrung der Plasmide pGeneClip hMGFP und pGene/V5-

His vor der Transfektion verwendet.

3.8 Tumorzelllinien

Zelllinie Organismus Gewebe Tumortyp

B16.SIY E12 Mus Musculus Haut Melanom

Hela Homo sapiens Epithel Zervixkarzinom

Hep3B Homo sapiens Leber hepatozellulares Karzinom
Jg2 Homo sapiens Harnblase Urothelkarzinom

LNCap Homo sapiens Epithel Prostata Adenokarzinom
Mellm Homo sapiens Haut Melanom

Na8 Homo sapiens Haut Melanom

PC3 Homo sapiens Prostata Prostatakarzinom
RCL1503 Homo sapiens Niere Nierenzellkarzinom

RT4 Homo sapiens Niere Blasenkarzinom

SW620 Homo sapiens Kolon kolorektales Adenokarzinom

Tabelle 3.8: Zelllinien

3.9 Patientenmaterial

Gewebe Material Herkunft

Urothel Kryoschnitte Prof. Dr. med. Arndt Hartmann, Patholo-
gisches Institut, Universitatsklinikum Erlan-

gen
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Gewebe

Material Herkunft

hepatozellulares Karzi-

nom (HCC)

Nierenzellkarzinom

(RCC)

RNA aus Biopsien Prof. Dr. med. Claus Hellerbrand, Abteilung
fir Innere Medizin |, Universitatsklinikum
Regensburg

Biopsien Prof. Dr. med. Andreas Mackensen, Medi-
zinische Klinik 5, Hamatologie/Onkologie,

Universitatsklinikum Erlangen

Tabelle 3.9: Patientenmaterial

3.10 Mause
Mausstamm Firma, Ort
C57/BL6 Charles River, Sulzfeld, Deutschland

C57/BL6 Ragl”/

I. Weissman, Stanford University

3.11 Software

Tabelle 3.10: Mausstamme

Software

Hyperlink

Emsembl Genome Browser

GNU R

Graphpad Prism 5
ATEX

Debian Linux

Microsoft Office 2003
Openoffice.org 3.1
PerlPrimer 1.1.14
PubMed

UCSC Genome Browser

http://www.ensembl.org
httP://www.r-project.org
http://www.graphpad.com /prism
http://www.latex-project.org
http://www.debian.org
http://www.microsoft.com
http://www.openoffice.org
http://perlprimer.sourceforge.net
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez

http://genome.ucsc.edu

Tabelle 3.11: Software
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4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Anzucht und Kultur von Bakterien

Fir die Anzucht und Kultur von Bakterien wurden Medien und Agar-Platten nach folgenden

Protokollen hergestellt:

» LB-Medium
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g

Mit H,O ad 1000 ml, mit NaOH auf pH7,5 einstellen und autoklavieren. Losung auf ca.

50°C abkiihlen lassen, bevor Antibiotika zugegeben werden.

= LB-Agar
Trypton 10g
Hefeextrakt 5g
NaCl 5g
Agar 15¢g

Mit H,O ad 1000 ml und autoklavieren. Lésung im Wasserbad auf ca. 50 °C abkiihlen lassen
bevor Antibiotika zugegeben werden. AnschlieBend in sterile Petrischalen gieBen und bei

4°C lagern.

E. coli-Stamme wurden auf Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C kultiviert.
Einzelne Kolonien wurden gepickt und in LB-Medium (iberimpft. Die Anzucht erfolgte (iber Nacht
bei 37 °C und 200 x rpm im Schiittler. Zur Selektion wurde Ampicillin in einer Konzentration von

100 pg/ml dem Medium und den Agar-Platten zugegeben.
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4.1.2 Transformation von E. coli

Um Plasmide zur Vermehrung in E. coli einzuschleusen, wurde eine Transformation durch Hitze-
schock durchgefiihrt. E. coli wurden auf Eis auftgetaut, 5pl Plasmid-DNA (1-25ng) zugegeben
und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen im Wasserbad bei einer Temperatur
von 42 °C fiir 60s einem Hitzeschock ausgesetzt und dann sofort fiir 60s auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 800 pl LB-Medium (ohne Antibiotikum) wurde zur Ausbildung der Resistenz fiir 1 h
bei 37°C und 200 x rpm geschiittelt. Zum Auffinden Insert-enthaltender Klone per ,blue/white-
screening” wurde auf die vorgewdrmten Agarplatten 40 pl X-Gal ausgestrichen und die Platten
nochmals im Brutschrank angewarmt. Nach 30 min wurde 100 pl des Transfektionsansatzes aus-

plattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.1.3 Glycerin-Stocks

Zur langerfristigen Lagerung von Bakterienstimmen und Klonen wurden Glycerin-Stocks angelegt.
Dazu wurde 250 pl Bakteriensuspension zu 750 pl LBgiycerin (40 % Medium + 60 % Glycerin)
pipettiert, (iber Nacht bei -20 °C und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

4.1.4 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um Plasmide aus E. coli-Ubernachtkulturen zu isolieren, wurde eine Plasmidisolation mit dem
NucleoSpin® Plasmid Quick Pure-Kit von Macherey-Nagel nach beiliegendem Protokoll durchge-
fihrt. Zur Aufreinigung groBerer Mengen an Plasmid-DNA fiir Transfektionsexperimente wurde
der endotoxin-free QIAGEN Plasmid Midi-Kit verwendet.

4.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure-Losungen

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Lésungen (RNA, DNA) wurde ein Nanodrop
ND-1000 (Peqlab) verwendet. Fiir die Messung wurde 1,5 pl unverdiinnte Nukleinsdure-Lésung

eingesetzt.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Methoden der RNA-Isolierung

Fiir Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene per Real-time quantitativer PCR wurde RNA aus ver-

schiedenen Zellen und Geweben isoliert. Dazu wurde je nach vorhandenem Ausgangsmaterial ein
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QIAGEN RNeasy Mini- bzw. Micro-Kit verwendet. Zur Scherung genomischer DNA wurde das
Lysat fiinf bis sechs Mal in einer 1 ml Spritze + blauer Kaniile aufgezogen. Die Integritdt der RNA
wurde mit dem Agilent Bioanalyzer bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die RNA

am Nanodrop (Peqglab) vermessen.

4.2.1.1 lIsolation von RNA aus Tumorzellen

Tumorzelllinien wurden iiber Nacht in einer Konzentration von 2,5x10° Zellen/2ml in 6-Well-
Platten ausgesdt. Am nachsten Tag wurden die Zellen einmal mit 2ml PBS gewaschen und

anschlieBend in 350 pl RLT-Puffer (QIAGEN RNeasy-Kit) + S-Mercaptoethanol lysiert.

4.2.1.2 Isolation von RNA aus Kryoschnitten

Ein Metallblock wurde einige Minuten auf Eis vorgekiihlt. Die Kryoschnitte auf Objekttragern wur-
den in gefrorenem Zustand auf den Block gelegt und mit 100 pl RLT-Puffer + 3-Mercaptoethanol
iiberschichtet. Mit einem sterilen Kunststoffschaber wurde das Lysat an den Rand des Objekt-
tragers geschabt und mit einer Pipette in ein 1,5ml Eppendorf-ReaktionsgefaB, in dem 250 pl

RLT-Puffer + 8-Mercaptoethanol vorgelegt wurden, (berfiihrt.

4.2.1.3 Isolation von RNA aus Tumorbiopsien

Ein Keramikmérser wurde 30 min mit 1M NaOH (zur Zerstérung von RNAsen) gewaschen, mit
HoOpepc gespiilt und auf Trockeneis vorgekiihlt. 50 pl RLT-Puffer + S-Mercaptoethanol wurden
im Mdrser mit etwas flissigen Stickstoff gefroren und pulverisiert. AnschlieBend wurde die Tumor-
Biopsie dazugegeben, pulverisiert und das ganze Gemisch in noch gefrorenem, pulverférmigen Zu-
stand mit einem Spatel (RNAse frei durch 30 min in 1 M NaOH) in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB
gegeben, in dem 300 ul RLT-Puffer + g-Mercaptoethanol vorgelegt wurden.

4.2.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Um mRNA-Expressionsanalysen per Real-time quantitativer PCR (RT-gPCR) durchfiihren zu kon-
nen wurde aus der RNA in einer reversen Transkription cDNA synthetisiert. Dazu wurde stan-
dardmaBig pro Probe 500 ng RNA in einem Gesamtreaktionsansatz von 20 pyl umgeschrieben. War
Ausgangsmaterial wie z.B. Kryoschnitte oder Gewebebiopsien vorhanden, aus dem sich keine ent-
sprechende Menge RNA isolieren lieB, wurde die Menge an RNA fiir eine Reaktion auf bis zu 100 ng

herabgesetzt. Um sicher zu stellen, dass bei so geringen RNA-Mengen die mRNA-Quantifizierung
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noch verlassliche Ergebnisse produziert wurden verschiedene RNA-Mengen der Tumorzelllinie Me-
[Im im Bereich von 100 ng-1000 ng fiir eine RT-PCR eingesetzt und die Expressionslevels in einer

anschlieBenden RT-gqPCR verglichen (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: RNA-Titration fiir RT-PCR bzw. RT-qPCR.

Da in der RT-gPCR zur Normalisierung 18S rRNA verwendet wurde, wurden als Primer fiir die

RT-PCR random-Decamere eingesetzt, die auch die 185 rRNA ohne Poly-A-Schwanz umschreiben.

Reaktionsansatz (auf Eis pipettiert): RNA (500 ng) x pl
RNAse freies H,O 13-xpl
random-Decamere (10 pM) Lyl
dNTPs (10 puM) Lyl

» 5min auf 65°C, um Sekundarstrukturen der RNA aufzuldsen
= +4pl 5x M-MLV Puffer

= mischen und 2 min auf 42°C

= +1pl M-MLV reverse Transkriptase (Promega)

= 50 min auf 42°C

= 15min auf 70°C

4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR erlaubt die in vitro-Amplifikation groBer Mengen spezifischer DNA-Abschnitte im Genom
in kurzer Zeit. Benoétigt werden hierfiir prinzipiell ein DNA-Template, eine thermostabile DNA-

Polymerase und sequenzspezifische Primer, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren.
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Im folgenden Abschnitt werden Bedingungen und Reagenzien fiir eine Standard-PCR beschrieben.

Abweichungen von den Standardbedingungen sind im folgenden Text vermerkt.

4.2.3.1 Primerdesign

Sequenzen der genomischen DNA fiir das Primerdesign wurden aus der Onlinedatenbank ,,Ensembl
Genome Browser“E] bezogen. Die Primer wurden mit der Software Perlprimelﬂ konstruiert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Oligosequenzen einen CG-Gehalt von ca. 40-60% enthielten.
Primer fir Standard-PCRs wurden, beziglich Annealing-Temperatur und Lange, entsprechend
den spezifischen Versuchsbedingungen gewahlt. Fiir das Design von RT-qPCR-Primern galten

folgende Kriterien:

Schmelztemperatur (Tm) 65-68 °C
Lange 18-28 bp
Amplikon Lange 70-200 bp

Die Spezifitat der Primer wurde mittels BLATE| und in silico-PCRY kontrolliert, um die Ampli-
fikation unspezifischer Nebenprodukte zu verhindern. RT-qPCR-Primer zur Quantifizierung von
mRNA wurden auf zwei verschiedene Exons, die ein Intron umspannen, gelegt um die Amplifi-
kation genomischer DNA zu verhindern. Bestellt wurden die Primer bei Metabiorﬂ (Martinsried,
Deutschland).

4.2.3.2 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen

Standard PCRs fiir Klonierungen wurden in 0,5 ml PCR Cups in einem Gesamtvolumen von 50 pl
auf einem MJ Research PTC 200 Thermocycler (BioZym) durchgefiihrt. Die Annealingtempera-
turen der Primer variierten zwischen 58 °C und 65 °C. Primersequenzen sind den Tabellen aus Ab-
schnitt [3.6] zu entnehmen. Fiir Standard-PCRs wurde die FastStart Taqg DNA-Polymerase (Mann-

heim, Deutschland) unter folgenden Reaktionsbedingungen benutzt:

http://www.ensembl.org
2http://perlprimer.sourceforge.net

3http:/ /genome.ucsc.edu /cgi-bin /hgBlat?command=start
4http://genome.ucsc.edu/cgi—bin/thcr?d b=hgl8

Shttp:/ /www.metabion.com
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Reaktionsansatz: DNA-Template x pl
dNTPs (10 mM) 1yl
Primer sense 1pl
Primer asense 1pl
10x PCR Buffer 10 pl
FastStart Tag DNA Polymerase 1pl
H2Obidest ad 50 pl

Standard Thermocycler Programm:

Schritt Temperatur  Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 30s
Denaturierung 95°C 10s
Annealing 58 — 65°C 20s 35 Zyklen
Elongation 72°C :?OTE
finale Elongation 72°C 5 min
4°C hold

4.2.3.3 Real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

Die modernste und schnellste Methode zur Quantifizierung von Nukleinsiuren ist derzeit die RT-
gPCR. Grundlegend basiert diese Technologie auf der Erzeugung fluoreszierender PCR-Produkte.
Dem Reaktionsansatz wird der Farbstoff SYBR® Green | zugegeben, der dabei in doppelstrangige
DNA interkaliert und in gebundenem Zusand fluoresziert. Mit zunehmender Anzahl an PCR-
Produkten steigt proportional dazu auch die Fluoreszenz. Diese kann in einer PCR-Maschine, die
mit UV-Lampe und CCD-Kamera ausgestattet ist, am Ende jedes Zyklus gemessen und verfolgt
werden. Somit kann die zu Beginn vorhandene Menge an Nukleinsduren iber die Kinetik der PCR-
Reaktion bestimmt werden. Es werden also keine absoluten Mengen an PCR-Produkt gemessen
sondern relative Unterschiede zwischen verschiedenen Proben beziiglich eines internen Standards.

Die RT-gPCRs wurden in twintec 96-Well-Platten an einem Realplex Mastercycler epGradient
S (Eppendorf) durchgefiihrt. Ansitze wurden in einem Reaktionsgesamtvolumen von 10 pl mit

dem QuantiFast SYBR Green PCR-Kit (Qiagen) durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz: QuantiFast SYBR Green PCR-Mix 5pl
cDNA (mind. 1:5 verd.) 1l
Primer sense (10 uM) 0,5 pl
Primer asense (10 pM) 0,5 pl
RNAse freies H,O 3l

Die cDNA wurde dabei mindestens 1:5 verdiinnt. Um valide Ergebnisse zu gewahrleisten wurden
bei allen Versuchen technische Replikate in Form von Triplikaten pipettiert. Zur Quantifizierung
und Effizienzkontrolle der Reaktion wurde fiir jedes Primerpaar eine Eichkurve mit einer Positiv-
kontrolle iiber mehrere Logstufen mit einer Kontrolle erstellt (unv. - 1:10 - 1:50 - 1:100 - 1:500
- 1:1000). Um valide Messungen zu gewahrleisten, wurden nur Messwerte verwendet, die sich

innerhalb der Eichkurve befanden.

Standard 2step RT-qPCR Programm:

Schritt Temperatur  Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C
45 Zyklen
Annnealing/Elongation 60°C 20s
Schmelzkurve 95°C 15s
65°C 15s

65 — 95°C 10 min

Die Quantifizierung von Nuleinsauren beruht bei dieser Technologie auf der Kinetik der PCR.
Wie in Abbildung zu erkennen ist, kann die PCR-Reaktion durch einen sigmoidalen Verlauf

beschrieben werden.
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>

Fluoreszenz

Kontrolle Testgen

Ny =No- (E+ 1)t
threshold

C. C, PCR-Zyklus
Kontrolle Testgen

Abbildung 4.2: Prinzip der RT-qPCR. Die PCR-Reaktion wird durch einen sigmoidalen Verlauf beschrie-
ben, der zu Beginn der Reaktion als weitgehend exponentiell betrachtet werden kann (Ny = Ng - (E+1)*).
In diesem Bereich wird die Produktmenge durch die Kinetik der PCR analysiert. Der Treshold-Cycle wird
als der Zyklus beschrieben, bei dem sich die Fluoreszenz gerade deutlich von der Hintergrundfluoreszenz
abhebt. Zur Normalisierung aller Proben wird zusatzlich ein moglichst konstant exprimiertes Kontrollgen
bendtigt.

Zu Beginn der Reaktion folgt die Amplifikation einem weitgehend exponentiellen Verlauf bei
dem idealerweise in jedem Zyklus eine Verdopplung der DNA erfolgt (2') und kann somit durch
Gleichung beschrieben werden. Dabei beschreibt Ng die Ausgangsmenge des Templates und

N; die Produktmenge zum Zyklus t.

Nt = NO . 2t (41)

Mit der Zeit geht die exponentielle in eine lineare Vermehrung tiber und kommt schlieBlich ganz
zum Stillstand. Grund hierfiir sind inhibitorische Produkte die wahrend der PCR akkumulieren, der
Verbrauch von Primern und die Zerstérung der Polymerase durch die hohen Temperaturen. Da die
Amplifikation zu Beginn der PCR noch weitgehend exponentiell und mit der groBten Effizienz ver-
lauft, werden Kinetiken in diesem Bereich gemessen. Mit dem Threshold-Cycle (C;) wird fiir jede
Probe der Zyklus bestimmt, bei dem sich die Fluoreszenz gerade deutlich von der Hintergrundfluo-
reszenz abhebt. Zusatzlich bendtigt man ein Kontrollgen, einen sogenannten Housekeeper, der im

untersuchten Organismus unter den gegebenen Bedingungen moglichst konstant exprimiert wird.

41



4 Methoden

Auf diesen Housekeeper werden alle Proben normalisiert, um sie miteinander vergleichen zu kdn-
nen. Als Housekeeper fiir mRNA-Expressionsanalysen wurde in dieser Arbeit 185 rRNA verwendet.
Zur Bestimmung der relativen Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen Proben berechnet
man nun die bestimmte Amplifikatmenge jeder Probe relativ zur unverdiinnten Kontrolle sowohl
fir das zu untersuchende Gen als auch fiir den Housekeeper (4.2). Nach Normalisierung durch

das Housekeepinggen koénnen die Proben semiquantitativ verglichen werden.

[ Testgen:Probe ]
Testgen:Kontrolle
[ Housekeeper:Probe ]
Housekeeper:Kontrolle

(4.2)

Setzt man in Gleichung [4.2] die berechneten Produktmengen nach ein und vernachlassigt
No fir semiquantitative Analysen ergibt sich folgende Gleichung[4.3]

[ 2CtTestgen:Probe ] 2(C»E Testgen:Kontrolle—C; Testgen:Probe)

2CtHousekeeper:Probe = 2(Ct Housekeeper:Kontrolle—Ct Housekeeper:Probe) (43)
[ 2Ct Housekeeper:Kontrolle ]

2Ct Testgen:Kontrolle

Da in der Realitét die Effizienz einer PCR nicht ideal ist (d.h.=2) und abhangig von Primerpaar
und Amplikon variieren kann, muss diese mit in die Berechnung mit einbezogen werden. Bei einer

maximalen Effizienz von 100% ist E=1, woraus sich Gleichung [4.4] ergibt.

Ne = No - (E+1)° (4.4)

In Gleichung [4.3] eingesetzt berechnet sich die relative Menge an Transkript nun nach [4.5]

(ETestgen 4 1)(Ct Testgen:Kontrolle—C; Testgen:Probe) (ETestgen + 1)(ACt Testgen)

(EHousekeeper + 1)(Ct Housekeeper:Kontrolle—C; Housekeeper:Probe) = (EHousekeeper i ]_)(ACt Housekeeper)
(4.5)

Zur Berechnung der Effizienz wird fiir jedes Primerpaar mit einer Kontrolle eine interne Stan-
dardkurve (iber mehrere Logstufen pipettiert. Durch die lineare Abhangigkeit des Ci-Wertes vom

Logarithmus der Ausgangsmenge No des Templates gilt am Threshold-Cycle [4.6}

NCt = NO ’ ECt
logN¢, = logNo + logE®t = logNg + ClogE
1 Nc
=——" ! 4.6
* logE logE (4.6)
Da dies einer Geradengleichung vom Typ y = m - x 4+ t entspricht kann die Effizienz aus
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der Steigung berechnet werden (Abb. . Bei einer optimalen Effizienz von 2 wiirde sich aus
der Gleichung eine Steigung von -3,32192809 ergeben. Die Steigung der Eichkurve gibt also die

Effizienz der PCR-Reaktion wieder was fiir die Normalisierung wichtig ist.

-l
~ logE
-1
logE = —
m
E=10" (4.7)

C

logNg

Abbildung 4.3: Berechnung der Effizienz aus der Steigung. Die Punkte entsprechen den Ci-Werten der
Verdiinnugsreihe. Die Regressionsgerade dient zur Berechnung der Effizienz aus der Steigung des linear-
logarithmischen Zusammenhangs zwischen Threshold-Cycle und der Ausgangsmenge des Templates Ng.

4.2.4 Klonieren von PCR-Produkten

Um die Spezifitat von Primern zu kontrollieren, die sehr homologe Sequenzabschnitte amplifizie-
ren, wie z.B. die Laktatdehydrogenasen A, B und C, wurde eine normale PCR mit diesen Primern
durchgefiihrt. Die Tag DNA-Polymerase synthetisiert an die 5’-Enden der Amplifikate einen A-
Uberhang, was zur Klonierung in einen fertigen T-Vektor (TOPO TA Cloning®-Kit, Invitrogen)
nach Protokoll des Herstellers genutzt wurde. Nach Transformation und Anzucht in E. coli TOP
10 wurden die Vektoren per Miniprep aufgereinigt und zur Sequenzierung mit vektorspezifischen

Primern gegeben.

4.2.5 Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus wurden durchgefiihrt, um das Vorhandensein und die Orientierung von Inserts

in Plasmiden zu Gberpriifen. Testverdaus wurden fiir 2 Stunden bei 37 °C in einem Volumen von
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20 pl durchgefiihrt.

Reaktionsansatz: DNA

Enzym
10 x Puffer
H2Obidest

4.2.6 Agarosegelelektrophorese

x pl [0,2-1 pg]
5U/ug DNA
2yl

ad 20 pl

Die Agarosegelelektrophorese wurde benutzt, um DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange aufzu-

reinigen, aufzutrennen und fiir weitere Versuche verfiigbar zu machen. Dazu wurde die bendtigte

Menge Agarose (Tab. zu einem entsprechenden Volumen an TAE-Puffer in einen Erlenmeyer-

kolben gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht (bei voller Leistung ca. 1 min/100 ml Lésung),

bis sich die Agarose vollstandig gelost hatte.

FragmentgroBe [kb] Agarosekonzentration [%]

0,1-0,2
0,2-0,3
0,4-0,6
0,5-0,8
0,8-1,0

2,0
15
1,2
0.9
0,7

Tabelle 4.1: Agarosegelkonzentration beziiglich der DNA-FragmentgroBe

Nachdem die Lésung auf ca. 60°C abgekiihlt war, wurde Ethidiumbromid zugegeben und die

Losung in eine Gelkammer gegossen. Nach dem Ausharten wurde das Gel in eine Gelektrophore-

sekammer iberfiihrt und vollstandig mit TAE-Puffer bedeckt. Die DNA Proben wurden 4:1 mit

einem 5x DNA Gelladepuffer gemischt und in die entsprechenden Kammern pipettiert. Bei jedem

Agarosegel lief ein 1kb plus DNA Standard (Invitrogen) mit. Je nach FragmentgroBe liefen die
Gele zwischen 40 und 100 Volt fiir ca. 30 min-3h.

4.2.6.1 Bendtigte Puffer und Losungen

= 50x TAE-Puffer
Tris
NaOAc/HOAc pH7,8

EDTA
Mit H>O ad 1000 ml

2523¢g
205g
185¢g
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= 0,5M EDTA-Lo6sung
EDTA/NaOH pH 38,0 18,6 ¢
Mit H,O ad 100 ml

» 5x DNA Loading-Dye

Tris/HCIl pH7,8 500 pl
20 % SDS 500 pl
0,5M EDTA pH8,0 1ml
Glycerin 4 ml
Bromphenolblau 10mg

Mit H,O ad 10 ml, Lagerung bei 4 °C

4.2.7 Aufreinigung von DNA per Gelextraktion

Die DNA wurde in einem Agarosegel, dem Ethidiumbromid zugegeben wurde, aufgereinigt und
nach FragmentgroBe aufgetrennt. Die ensprechenden Banden wurden unter schwachem UV-Licht
mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem QIAEX Il Gel Extraction-Kit (Qiagen) nach

beiliegendem Protokoll aufgereinigt.

4.2.8 Sequenzierung

DNA-Fragmente wurden in einen fertigen T-Vektor (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen) kloniert
und nach Transformation und Anzucht in E. coli TOP 10 per Plasmidisolation isoliert. Die Plas-

mide wurden von Geneart (Regensburg, Deutschland) mit vektorspezifischen Primern sequenziert.

4.3 Proteinbiochemische Methoden

Expressionsanalysen auf Proteinebene wurden anhand von SDS-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE)
in Kombination mit Western-Blots durchgefiihrt. Dies erlaubt eine schnelle und valide Verifizie-
rung der RT-qPCR basierenden mRNA-Expressionsanalysen auf Proteinebene. Bei der SDS-PAGE
nutzt man die Eigenschaft von Proteinen Sodiumdodecylsulfat (SDS) zu binden, was zu negativ
geladenen SDS-Protein-Komplexen (Ladung~Masse) fithrt. SDS denaturiert in Kombination mit
dem im Probenpuffer enthaltenem [-Mercaptoethanol Proteine und unterbindet damit Protein-
Protein-Wechselwirkungen (Tertiar-/Quartiarstrukturen). Dadurch unterscheiden sich die Proteine
nur noch in ihrer GroBe bzw. ihrem Molekulargewicht. Im SDS-Gel wandern die Proteine ent-

sprechend der angelegten Spannung zum Pluspol und werden durch den Molekularsiebeffekt der
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Polyacrylamidmatrix ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Im Western-Blot werden
die Proteine elektrophoretisch auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran iibertragen. Auf
der Membran koénnen Proteine durch spezifische Antikorper gebunden und mit Farbreaktionen

sichtbar gemacht werden, was Aussagen liber Vorhandensein und Menge eines Proteins erlaubt.

4.3.1 Proteinlysate in RIPA-Puffer

Zur Extraktion von Gesamtprotein wurden Zellen in Kulturschalen zweimal mit PBS gewaschen
und mit 100 pl RIPA-Puffer pro 5x10° Zellen iiberschichtet. Dann wurden die Zellen mit einem
Zellschaber vom Boden der Platten geschabt und mit einer Pipette in ein EppendorfgefaB tber-
fuhrt. Nach 1 Minute vortexen wurden die Zellen 20 Minuten auf -20 °C inkubiert und anschlieBend
nochmals 1 Minute gevortext. Hierauf folgte eine Zentrifugation (15 min, 13000 x g) und anschlie-
Bende Aliquotierung der Uberstinde. Diese wurden zur Proteinbestimmung verwendet und bei

-80°C gelagert.

4.3.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der DC Protein Assay von Biorad (Miinchen, Deutschland) ver-
wendet. Der Assay basiert auf dem Lowry-Test, bei dem Protein mit Cu?*-lonen in alkalischer
Losung einen Komplex bildet (Biuret-Reaktion). Diese gebundenen Cu?*-lonen werden zu Cu™-
lonen reduziert und bilden zusammen mit einem Folin-Reagenz einen blauen Komplex, der als Mal3
der Proteinkonzentration dient. Zur Konzentrationsbestimmung dient eine interne Standardkurve

bekannter Konzentrationen aus BSA.

4.3.3 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde das diskontinuierliche LAmmli-System
verwendet. Beziiglich des Molekulargewichts der in dieser Arbeit untersuchten Proteine wurden
12 %ige SDS-Gele (optimal fiir Mpyotein=20-60 kDa) verwendet.

Die Gele wurden meist einen Tag vor dem Lauf gegossen. Zum GieBen des Trenngels wurde
UntergelstammlésungP| mit APS (5 pl/1 ml Stammlésung) und TEMED (1 pl/1 ml Stammlésung)
als Polymerisationskatalysator vermischt und sofort in die Gelkammern gegossen. AnschlieBend
wurde das Trenngel mit Isopropanol liberschichtet. Nach ca. 30 min Polymerisationszeit wurde der

Isopropanol abgegossen, zweimal mit verdiinntem Untergelpuffer gespiilt und das Obergel mit der

66 ml fiir kleines Gel, 12 ml fiir groBes Gel
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Obergelstammlésungﬂ APS und TEMED nach selbem Mischungsverhaltnis darauf gegossen. Die
Gele wurden bis zu 5 Tage, eingeschlagen in einem mit Untergelpuffeﬂgetrénkten Papierhandtuch,
im Kiihlschrank aufbewahrt.

Zur Elektrophorese wurden die Gele in die Kammern gesetzt und vollstindig mit Lammli-
Puffer liberschichtet. Ensprechende Mengen der Proteinlysate wurden mit 2x SDS-Probenpuffer
vermischt und 5min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben kurz auf Eis gestellt,
abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Eine Geltasche wurde mit 5pl Biorad Kaleidoskop
Marker beladen um das Molekulargewicht der untersuchten Proteine abschatzen zu kénnen.

Zum Durchlaufen des Sammelgels wurde eine Spannung von 60V angelegt. Hatten die Proben
das Trenngel erreicht wurde die Spannung auf 120-140V erhoht, bis der Marker den unteren Rand

des Gels erreichte.

4.3.3.1 Bendtigte Puffer und Losungen

Acrylamid-Stammlésung

Acrylamid 146 ¢

mit HoO ad 500 ml, Lésung iiber Nacht im Kiihlraum rithren und anschlieBend filtrieren

= Untergelpuffer

Tris/HCI 90,83 ¢g
mit H>,O ad 500 ml

= Obergelpuffer

Tris/HCI 30g
mit H,O ad 500 ml

» SDS-Stammlésung

SDS 10g
mit H,0 ad 100 ml

= 1M Tris-Puffer

Tris/HCI 13g
mit H,O ad 100 ml

"3 ml fiir kleines Gel, 6 ml fiir groBes Gel
81:3 mit H5>O verdiinnt
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= 2x SDS-Probenpuffer

Glycerin
Tris-Puffer

SDS
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
mit H>O ad 50 ml

10 ml
5ml

2g
5ml

10 mg

= Ammoniumpersulfat-Lésung

Ammoniumpersulfat

100 mg

mit H,O ad 1 ml, im Kiihlschrank max. 5d haltbar

= 50x TAE-Puffer

Tris-Base

Essigsaure

0,5M EDTA pH 8,0

242¢g
57,1 ml
100 ml

mit H>O auf 1000 ml auffiillen

s 5x Lammli-Elektrodenpuffer

Tris
Glycin
SDS
mit H>O ad 3000 ml

= Gelstammlosungen

15¢g
216¢g
15g

12% Trenngel

5% Sammelgel

Obergelpuffer
Untergelpuffer
SDS (10 %)
Acrylamid (30 %)
H2Opidest

25 ml
1ml

40 ml

ad 100 ml

25 ml
1ml
16,65 ml
ad 100 ml

4.3.4 Western-Blot

Im Anschluss an die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran ge-

blottet. Dazu wurde eine Halbtrockenzelle von Biometra (Goéttingen, Deutschland) verwendet.

Zu Beginn wurden je 3 Filterpapiere mit den jeweiligen Anodenpuffern A,B und C getrankt. Die
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PVDF-Membran wurde durch kurzes Schwenken in Methanol aktiviert und anschlieBend in An-

odenpuffer B geschwenkt. Die Blot-Kammer wurde nach folgendem Prinzip zusammengebaut:

- Kathode - oben

3 x Filterpapier (in Anodenpuffer C)

SDS-Gel
PDVF-Membran

3x Filterpapier (in Anodenpuffer B)

3x Filterpapier (in Anodenpuffer A)

+ Anode + unten

Abbildung 4.4: Schematischer Aufbau einer Western-Blot-Kammer

Geblottet wurde 60 min mit 0,8 mA pro cm? Fliche des Blotzuschnitts. Im Anschluss daran
wurden die restlichen Proteinbindungsstellen der PVDF-Membran durch einstiindiges Blocken in
5 %iger Magermilchlésung abgesattigt. Die Immunfarbung erfolgte durch Inkubation mit spezifi-
schen Antikérperrﬂ (1 Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht im Kiihlschrank) und dem
ECL-Detektions-Kit (Buckinghamshire, GroBbritannien). Nach dem Blotten und zwischen den
Farbeschritten mit Antikdrpern wurde 3x 15 min mit TBST-Loésung gewaschen.

Zur Quantifizierung von Proteinen wurde als Referenz 5-Aktin verwendet.

4.3.4.1 Bendtigte Puffer und Losungen

= Anodenpuffer A
Tris/HCI 36,3¢g

Methanol 200 ml
mit H>O ad 1000 ml

= Anodenpuffer B
Tris/HCI 3,03g

Methanol 200 ml
mit H>O ad 1000 ml

91:1000-1:2500 verdiinnt in 5 %iger Magermilchldsung
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= Anodenpuffer C

e-Amino-n-Capronsaure 52¢g

Methanol 200 ml
mit H>O ad 1000 ml

= Block-Lésung

5% Magermilchpulver in HoO 16sen und filtrieren, im Kiihlschrank max. 3 Tage aufbewahren

= 2x TBS-Lésung
Tris/HCI 9,16 ¢g

NaCl 351g
mit H,O ad 2000 ml

= TBST-Lésung
1 ml Tween-20 auf 1000 ml TBS-Lésung

4.3.5 Tissuemicroarray

Tissuemicroarrays (TMAs) aus Geweben des Nierenzellkarzinoms (RCC) wurden am Institut fiir
Pathologie der Universitat Erlangen von Prof. Dr. Arndt Hartmann et al. angefertigt. Eine ge-
naue Beschreibung zur Generierung von TMAs wurde von Bubendorf et al. publiziert [12]. Die
Kohorte umfasste 249 RCC Patienten, davon waren 145 mannlich, 83 weiblich und bei 21 war das
Geschlecht unbekannt. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung war 62 Jahre (19-88).
Die Proben wurden als 80 klarzellige, 66 papilldre, 73 chromophobe RCCs und 30 Oncocytome

klassifiziert.

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Zellkultur
4.4.1.1 Kultur und Passage von Zelllinien

StandardmaBig wurden Tumorzelllinien in RPMI 1640 oder DMEM (PAA, Célbe, Deutschland)
kultiviert. Den Medien wurden 10% FCS (PAA, Célbe, Deutschland), 2mM L-Glutamin (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) und 100 pg/ml Penicillin /Streptomycin (Gibco, Eggenstein, Deutsch-
land) zugegeben. Alle 5-6 Tage wurden die Zellen passagiert und 1:10 in frisches Medium eingesat.

Dabei wurden die Zellen zuerst einmal mit PBS gewaschen. Adhérente Zellen wurden durch Zu-
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gabe von 1ml Tryp/EDTA—Lésunﬂ und 5 min Inkubation im Brutschrank vom Flaschenboden
geldst. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden die Zellen in 9 ml Medium aufgenommen und abzen-
trifugiert (300xg, 8 min). Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgegossen, die Zellen
in 1 ml Medium resuspendiert und neu ausgesat.

Inkubationsbedingungen: 37°C, 5% (RPMI) bzw. 10 % (DMEM) CO,

4.4.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat von Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in Trypanblau—Lésunﬂ auf eine auszahlbare
Konzentration verdiinnt. Durch die Trypanblau-Lésung lassen sich lebende von toten Zellen un-
terscheiden. Tote Zellen lagern aufgrund ihrer porésen Zellmembran Trypanblau ein und erscheinen
unter dem Lichtmikroskop blau. Zum Zahlen der Zellen wurde die Neubauer Zahlkammer (Abb.

4.5) verwendet. Die Zellzahl wurde nach Gleichung [4.8] berechnet.

Zellzahl/ml = Z -V - 10* (4.8)

Z = Durchschnitt der pro Eckquadrat gezahlten Zellen (1 Eckquadrat besteht aus 16 Subquadraten
und hat eine Flache von 1 mm?)

V = Verdiinnungsfaktor

Abbildung 4.5: Neubauer-Zahlkammer

4.4.1.3 Zellen einfrieren und auftauen

Zellen wurden geerntet und mit Medium auf eine Konzentration von 2-3x10°/800pl eingestellt.
AnschlieBend wurden die Zellen in ein Kryoréhrchen pipettiert, in dem 160 pl DMSO und 640 pl

FCS vorgelegt waren. Um eine langsame Temperaturerniedrigung zu gewahrleisten wurden die

100,05 % Trypsin, 0,02% EDTA in PBS
110,2% Trypanblau in PBS
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Kryoréhrchen in mit Isopropanol gefiillten Kryobehaltern iiber Nacht auf -80°C gestellt. Am
nachsten Tag wurden die Zellen in normale Kryoboxen gestellt. Zur langerfristigen Lagerung

wurden die Zelllinien in flissigem Stickstoff aufbewahrt, kurzzeitige Lagerung erfolgte bei - 80 °C.

4.4.2 Mykoplasmen-Test

Die Zelllinien wurden routinemaBig in regelmaBigen Abstanden auf Kontamination mit Mykoplas-
men getestet. Dazu wurde der MycoAlert® Mycoplasma detection-Assay (Cambrex, Rockland,

USA) nach beiliegendem Protokoll verwendet.

4.4.3 Transfektionen

Die Transfektion ermoglicht es DNA in Zellen einzuschleusen und stabil in deren Genom zu in-
tegrieren. Diese Technologie wurde in der hier vorliegenden Arbeit verwendet, um die Expression
der Laktatdehydrogenase A mit einem shRNA-Vektor in humanen und murinen Tumorzelllinien
zu verringern. Zur Transfektion der Tumorzelllinien wurde Lipofectamine™ 2000 von Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Methode basiert auf einer Komplexbildung der zu trans-
fizierenden DNA mit kationischen Lipiden im ersten Schritt. Dieser DNA-Liposomen-Komplex
wird im 2. Schritt zu den Tumorzellen pipettiert und durch Fusion mit der Zellmembran in die
Zelle aufgenommen. Zur Transfektion von Mellm- und B16.SIY E12-Tumorzelllinien wurde das
beiliegende Protokoll in der vorliegenden Arbeit folgendermaBen optimiert:

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion Antibiotika-frei in einer Konzentration von
0,5 - 109/2ml Medium pro Transfektionsansatz in 6-Well-Platten ausgesat. Am folgenden Tag
wurden zur Transfektion selbst folgende Ansatze vorbereitet:

Lipofektamin-Ansatz:

Je Transfektionsansatz wurde 250 yl OptiMEM (serumfreies Medium) mit 10 pl Lipofectami-
ne™ 2000 gemischt und 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Plasmidansatz:

Je Transfektionsansatz wurde 250 pl OptiMEM (serumfreies Medium) mit 1,5 pg PIasmid—DNAE]
gemischt.

Dann wurden Lipofektamin- und Plasmidansatz miteinander vermischt und 30 min bei Raumtem-
peratur im Dunkeln inkubiert. Wahrenddessen wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und

mit 2 ml Serum- und Antibiotika-freiem RPMI-Medium tberschichtet. Im Anschluss daran wurde

12Aufreinigung mit Endotoxin-free Plasmid Midi-Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland), Lipofektion erfordert sehr
reine, endotoxinfreie DNA
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der 500 pl-Transfektionsansatz langsam auf die Zellen getraufelt. Nach 4 Stunden wurde zu dem
Ansatz 250 pyl FCS pipettiert und die Zellen iiber Nacht im Brutschank inkubiert. Am nachsten
Morgen erfolgte ein Medienwechsel mit normalem Antibiotika-enthaltendem Medium. Plasmids-
pezifische Selektionsantibiotika wurden erst 1-2 Tage nach der Transfektion zugegeben um eine

volle Expression der Resistenzgene zu gewahrleisten.

4.4.4 Klonierung und Subklonierung von transfizierten Zelllinien

Nach der Transfektion wurden die Zellen zur Selektion positiver Klone 2-3 Wochen unter Antibiotika-
Selektionsdruck gestellt. Dabei wurde fiir Mellm Blasticidin in einer Konzentration von 4 pg/ml
eingesetzt. Fiir B16.SIY E12 wurde zusétzlich G418 in einer Konzentration von 800 pg/ml einge-
setzt, da diese Zelllinie, bereits vor Beginn der Nutzung, mit einem Plasmid transfiziert wurde, das
ein G418-Resistenzgen tragt. AnschlieBend wurden die tiberlebenden Klone entsprechend der Ex-
pression des GFP-Gens im pGeneClip hMGFP-Plasmid in Zusammenarbeit mit Ridiger Eder (AG
Hoffmann/Edinger, Hamatologie/Onkologie, Universitatsklinikum Regensburg) mit einem Zellsor-
ter in 96-Well-Platten gesortet (1 Zelle/Well). Nach 6-8 Wochen Kultur wurde das Sorten mit den
angewachsenen Klonen wiederholt. Durch optische Betrachtung des Farbumschlags im Medium,
bedingt durch den pH-Indikator, wurden hoch und niedrig Laktat-sezernierende Subklone voraus-
gewahlt. Diese wurden anschlieBend auf die Expression der LDHA auf mRNA-Ebene (RT-gPCR)
und Proteinebene (Western-Blot) untersucht sowie Proliferations- und Laktatsekretionsmessungen
unterzogen. Fiir weitere Versuche wurden nur Subklone verwendet, die im Vergleich zu Kontrollen,

bei dhnlichem Proliferationsverhalten eine geringere Laktatsekretion zeigten.

4.4.5 3H-Thymidin Assay (Proliferationstest)

Das Proliferationsvermégen von Zellen wurde tGber den Einbau von radioaktiv markiertem Thymi-
din gemessen. Dazu wurden die Zellen in 96-Well-Platten in einer Konzentration von 25000,/200 pl
per Well (n=5) ausgesat. Nach 2h im Brutschrank waren die Zellen adharent und es wurde
0,5uCi (=0,00185MBq) [Methyl-3H]-Thymidin zugegeben. Die Zellen wurden 24h im Brut-
schrank inkubiert und anschlieBend mit einem Wallac-Harvester (PerkinElmer, Gaithersburg, MD)
auf UniFilter-Platten libertragen. Die eingebaute Radioaktivitat galt als MaB fiir die Proliferations-

rate und wurde mit einem Wallac Betaplate-Counter (PerkinElmer, Gaithersburg, MD) gemessen.
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4.4.6 Laktatmessung in Zellkulturiiberstanden

Die Messung der Laktatkonzentration in Zellkulturiiberstanden erfolgte an einem AVIDA 1650
mittels eines enzymatischen Tests in der klinischen Chemie (Universitatsklinikum Regensburg).
Die Methode basiert darauf, dass die Laktatkonzentration proportional zur ablaufenden Reaktion
ist. Dabei wird Laktat durch Laktatoxidase zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid oxidiert.
Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet zusammen mit einem Chromogen in Gegenwart einer

Peroxidase einen Farbstoff der mittels Spektrophotometrie gemessen werden kann.

Laktatoxidase

Laktat + O» Pyrutat + HoO5

H>05 + 4 — Aminoantipyrin + TOOS _Peroxidase , ioletter Farbstoff + 4H,0 (4.9)
TOOS = N-Ethyl-N-(2hydroxy-3-sulfopropyl)m-toluidin

4.4.7 O;- und pH-Kinetik mit dem SDR SensorDish®-Reader

Zur Untersuchung des Energiestoffwechsels in Tumorzellinien wurden Sauerstoffverbrauch und
pH-Anderung kinetisch analysiert. Dazu wurde der SDR SensorDish®-Reader der Firma PreSens

Precision Sensing GmbH (Regensburg, Germany) verwendet.

(b)

Sensor

S~

Filter
Excitation Emission

Abbildung 4.6: PreSens-Technologie. Dargestellt ist das Prinzip und die Funktionsweise des
SDR SensorDish®-Readers der Firma PreSens. (@) zeigt eine Messeinheit mit dazugehériger 24-Well-Platte.
Diese Messeinheit befindet sich wihrend der Messung im Brutschrank und ist iiber ein Kabel mit einem
Computer verbunden. (b) veranschaulicht das Prinzip der optischen Messung. Am Boden jedes Wells be-
findet sich ein optischer Sensor, in den ein lumineszenter Farbstoff eingelagert ist, dessen Analyten-sensitive
Emission vom SensorDish® Reader erfasst wird. Die Signale werden von der Software auf dem Computer
in definierte Sauerstoff- bzw. pH-Einheiten umgerechnet.
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Diese Technologie basiert auf optischen Sensoren zur Sauerstoff (OxoDish®)- bzw. pH (Hydro-
Dish®)-Messung, die auf dem Boden jedes Wells einer 24-Well-Platte fixiert sind (Abb. [4.6p).
Die Sensoren bestehen aus einem lumineszenten Farbstoff, der in ein Analyten-sensitives Polymer
eingelagert ist. Diese werden vom SensorDish®-Reader, auf dem die 24-Well-Platte wahrend der
Messung platziert wird (Abb. [4.6p), ausgelesen und die Daten von einer zugehdrigen Software ver-
arbeitet. Die Signale werden von der Software (iber Kalibrierungsparameter in definierte Sauerstoff-
bzw. pH-Einheiten umgerechnet. Die Messeinheit (24-Well-Platte + SDR SensorDish®-Reader)
befand sich wahrend der gesamten Messung im Brutschrank und war Gber ein Kabel mit einem

Computer verbunden.
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5.1 Immunsuppressive Effekte von Laktat auf Immunzellen

In Tumoren sind verschiedene Stoffwechselwege dysreguliert. Dadurch kommt es u.a. auch zu
einer Sekretion bestimmter Metabolite, die das Immunsystem negativ modulieren kénnen. Sol-
che ,,Immunescape”-Mechanismen begiinstigen den Tumor in seinem Wachstum, da er sich dem
Angriff des Immunsystems entziehen kann. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde bereits
gezeigt, dass ein Stoffwechselendprodukt des Glukosemetabolismus, Laktat, sowohl die Differen-
zierung von dendritischen Zellen als auch die Aktivierung von T-Zellen in vitro inhibiert [36]. In
der hier vorliegenden Arbeit wurden unter anderem Effekte von Laktat auf humane Monozyten
analysiert [28].

Wir konnten zeigen, dass LPS-stimulierte Monozyten bei Inkubation mit verschiedenen Kon-

zentrationen an Milchséaure eine verminderte TNF-Sekretion aufweisen (Abb. [5.1j).
(a) (b)
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Abbildung 5.1: Milchsaure inhibiert die TNF-Sekretion in Monozyten. Frisch isolierte humane Mono-
zyten wurden fiir 18-20 h ohne/mit 2-10 mM Milchsaure (MS) inkubiert und mit 100 ng/pl LPS stimuliert.
(a) TNF wurde in den Uberstianden per ELISA bestimmt. Die Inkubation mit 5mM und 10 mM Milchs3ure
zeigte eine statistisch signifikante Inhibition der TNF-Sekretion im Vergleich zur LPS-Kontrolle (Student’s t-
Test, p<0,05* p<0,005**). Fehlerbalken beziehen sich auf 5 oder mehr unabhingige Experimente. (b)
Die relative TNF-Expression wurde nach 4h per RT-qPCR bestimmt. Alle gemessenen Expressionslevel
wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Nur 10 mM Milchsaure zeigte eine statistisch signifi-
kante Inhibition der TNF mRNA-Expression nach 4 h (Student's t-Test, p < 0,01 *). Fehlerbalken beziehen
sich auf 4 unabhangig durchgefiihrte Experimente.
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Eine signifikante Reduktion der TNF-Sekretion zeigte sich bei Konzentrationen von 5 mM und
10 mM Milchsaure. Parallel dazu wurde in den Monozyten die mRNA-Expression von TNF per RT-
gPCR bestimmt. Die Analyse bestatigte eine signifikant erniedrigte TNF-Sekretion der Monozyten
bei Inkubation mit 10 mM Milchsaure (Abb. [5.1p).

5.2 Effekte von Laktat auf Tumorzellen

Das Glioblastom ist ein hoch glykolytischer Tumor. Daher sind sowohl parakrine als auch autokri-
ne Effekte von Laktat auf die Tumorzellen selbst denkbar. Wir untersuchten in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. Peter Hau ( Klinik und Poliklinik fiir Neurologie, Universitats-
klinikum Regensburg) die Wirkung von Milchsaure auf Gliomzellen [6]. Per RT-qPCR wurde die
relative MRNA-Expression von TGF-3 in HTZ-349 Gliomzelllinien untersucht, die mit Milchsaure
in Konzentrationen von 10-30 mM behandelt wurden (Abb. [5.2). Dabei zeigte sich eine deutliche
Induktion der TGF-S-Expression in Abhéngigkeit von der Milchsaurekonzentration (Abb. . Da
TGF-g ebenfalls Inmunreaktionen wie z.B. die Migration moduliert, ist hiermit auch eine indirekte

Immunregulation durch Laktat moglich.
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Abbildung 5.2: Milchsaure reguliert die TGF-52-mRNA. HTZ-349 Gliomzelllinien wurden 48h mit
Milchsaure in den Konzentrationen 10, 20, 25 und 30 mM behandelt. Die relative mRNA-Expression von
TGF-52 wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich auf RT-qPCR-Analysen von 3 unab-
hangigen RNA-Préaparationen. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 185 rRNA
normalisiert.

5.3 Metabolische Charakterisierung von humanen Tumorzelllinien

und primarem Tumormaterial

Laktat spielt somit eine wichtige Rolle fiir die Regulation Tumor-infiltrierender Immunzellen als
auch fir die Regulation wichtiger Faktoren, die die Tumorinfiltration steuern. Daher wurde im

Rahmen dieser Arbeit versucht, ein metabolisches Profil verschiedener Stoffwechselwege in Tu-
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morzelllinien zu erstellen. Seit Otto Warburg gibt es viele einzelne Untersuchungen zum Gluko-
semetabolismus in Tumoren. Zusammenhangende Analysen in Form eines metabolischen Profils
fehlen jedoch.

Zunichst wurde in Tumorzelllinien die Expression entsprechender Gene auf mRNA-Ebene un-
tersucht. Neben typischen Genen des Glukosemetabolismus (GLUTI1, GLUT3, GLUT14, LDHA,
LDHB) und des Laktattransports (MCT1, MCT4), wurden auch weitere Gene untersucht, fir
die eine Veranderung in Tumoren beschrieben ist. Hierzu zdhlen zum Beispiel Gene des Ami-
nosaurestoffwechsels (ARG1, ARG2, iNOS, IDO) und des Lipidstoffwechsels (COX1, COX2). Als
Kontrolle wurde die Expression der entsprechenden Gene in Tumorzellen mit der Expression in nicht
transformierten Normalzellen des entsprechenden Gewebes bzw. in Immunzellen verglichen. Der
Sauerstoffverbrauch und die Ansduerung der Zellkulturen wurde mittels SDR SensorDish®-Reader

der Firma PreSens dokumentiert. Laktat wurde parallel in Zellkulturiiberstanden nachgewiesen.

5.3.1 Der ,Warburg-Effekt” in humanen Tumorzelllinien

Unter dem ,Warburg-Effekt" versteht man die Beobachtung, dass Tumorzelllinien ihre Energie pri-
mar lber die Glykolyse und die darauffolgende Umwandlung des Pyruvat zu Laktat gewinnen. Da
dies auch stattfindet, wenn geniigend Sauerstoff zur Oxidation des Pyruvats zur Verfiigung steht,
wird dieser Effekt auch als ,,aerobe Glykolyse" bezeichnet. Dies sollte potentiell zu einer starken
Expression von Glukosetransportern in der Tumorzelle fiihren. Somit untersuchten wir die Expres-
sion der Glukosetransporter GLUT1, GLUT3 und GLUT14 in unterschiedlichen Tumorzelllinien

(Abb. 53).
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Abbildung 5.3: mRNA-Expression von Glukosetransportern in humanen Tumorzelllinien. Die Ex-
pression wichtiger Glukosetransporter wurde in verschiedenen humanen Tumorzelllinien (J82/RT4:
Urothelkarzinom-Zelllinien, PC3/LN Cap: Prostatakarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm: Melanom-Zelllinien)
untersucht. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich
auf technische Replikate einer reprasentativen RNA-Praparation aus mindestens drei Experimenten. Alle
gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 185 rRNA normalisiert.
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Dazu wurde RNA aus Tumorzelllinien isoliert und in einer RT-PCR zu cDNA umgeschrieben.
Per RT-qPCR wurde die relative mRNA-Expression (gegen 18s rRNA normalisiert) quantifiziert.
Alle Tumorzelllinien zeigten eine deutliche Expression der drei Glukosetransporter. Besonders
in der humanen Melanomzelllinie Mellm waren alle Glukosetransporter stark exprimiert, in den
iibrigen analysierten Zelllinien variierte die Expression der Glukosetransporter starker als bei Mellm.

GLUT1 wurde in allen Linien am starksten exprimiert.

5.3.2 Analyse der Laktatdehydrogenase A und B sowie der Laktattransporter
MCT1 und MCT4 in humanen Tumorzelllinien

Da die Laktatdehydrogenase, die die Umwandlung des Pyruvats in Laktat katalysiert, eines der
Schlisselenzyme der aeroben Glykolyse darstellt, wurde die mMRNA-Expression der relevanten Gene
fur die Laktatdehydrogenase A und B (LDHA, LDHB) bestimmt. Alle Tumorzelllinien zeigten eine
hohe Expression beider LDHs (Abb. [5.4)).
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Abbildung 5.4: mRNA-Expression von Laktatdehydrogenase A und B in humanen Tumorzelllinien.
Die Expression der wichtigsten Laktatdehydrogenasen A und B wurde in verschiedenen humanen Tumor-
zelllinien (J82/RT4: Urothelkarzinom-Zelllinien, PC3/LN Cap: Prostatakarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm:
Melanom-Zelllinien) untersucht. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehler-
balken beziehen sich auf technische Replikate einer reprasentativen RNA-Préaparation aus mindestens drei
Experimenten. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.

Der groBte Teil des im Tumorstoffwechsel gebildeten Pyruvats wird in Laktat umgewandelt,
was nach dem Ausschleusen aus der Zelle zu einer Anreicherung im Tumormilieu fiihrt. Die Mo-
nocarboxylattransporter MCT1 und MCT4 sind fiir den Transport des Laktats aus der Zelle ver-
antwortlich und wurden hier analysiert (Abb. [5.5).

Auch die beiden analysierten Monocarboxylattransporter wurden in den untersuchten Zelllinien
exprimiert, aber heterogener als LDHA und LDHB. Andere MCTs wurden ebenfalls detektiert,

aber keine tumorspezifischen Unterschiede gefunden (ohne Abb.).
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Abbildung 5.5: mRNA-Expression von Laktattransportern in humanen Tumorzelllinien. Die Expres-
sion der Monocarboxylattransporter MCT1 und MCT4 wurde in verschiedenen humanen Tumorzelllinien
(J82/RT4: Urothelkarzinom-Zelllinien, PC3/LN Cap: Prostatakarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm: Melanom-
Zelllinien) untersucht. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-gPCR bestimmt. Fehlerbalken be-
ziehen sich auf technische Replikate einer reprasentativen RNA-Préparation aus mindestens drei Experi-
menten. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 185 rRNA normalisiert.

5.3.3 Analyse verschiedener Enzyme der oxidativen Phosphorylierung in

humanen Tumorzelllinien

Tumore, die sich durch Veranderungen im Glukosestoffwechsel charakterisieren lassen, weisen hau-
fig eine Beeintrachtigung der oxidativen Phosphorylierung auf. So zeigen zahlreiche Krebszellen
Defekte in mitochondrialen Enzymen. Deshalb analysierten wir auch die Expression der Pyruvat-

dehydrogenase und der Malatdehydrogenase (Abb. [5.6)).
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Abbildung 5.6: mRNA-Expression der Pyruvatdehydrogenase und Malatdehydrogenase in huma-
nen Tumorzelllinien. Die Expression der Pyruvatdehydrogenase (PDH) und Malatdehydrogenase (MDH)
wurde in verschiedenen humanen Tumorzelllinien (J82/RT4: Urothelkarzinom-Zelllinien, PC3/LN Cap:
Prostatakarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm: Melanom-Zelllinien) untersucht. Die relative mRNA-Expression
wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich auf technische Replikate einer reprasentati-
ven RNA-Préparation aus mindestens drei Experimenten. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die
Expression von 18S rRNA normalisiert.
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Die Pyruvatdehydrogenase (PDH) katalysiert die Umsetzung des Pyruvat in Acetyl-CoA und be-
findet sich somit an der Schnittstelle zwischen anaerober Fermentation und oxidativer Phosphory-
lierung. Die Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert die Umsetzung von Oxalacetat zu Malat, was
in darauffolgenden Reaktionen, durch Umsetzung zu Pyruvat, die Bereitstellung von NADPH/H™
sichert.

Sowohl die PDH als auch die MDH waren in allen Tumorzellen auf mRNA-Ebene deutlich

exprimiert, was darauf hindeutet, dass die Atmung in diesen Tumorzellen nicht inhibiert ist.

5.3.4 Messung des Sauerstoffverbrauchs humaner Tumorzelllinien mittels SDR

SensorDish®-Reader

Um die Atmungsaktivitat im Vergleich zur mRNA-Expression von PDH und MDH zu untersuchen,
wurden in den Tumorzelllinien Mellm, PC3 und LN Cap mit einem SDR SensorDish®-Reader der
Firma PreSens der Sauerstoffverbrauch sowie die pH-Anderung in Zellkultur gemessen (Abb. .
Liegen Mutationen bzw. Verdanderungen im Glukosemetabolismus und im Energiestoffwechsel vor,

sollte dies Einfluss auf den Sauerstoffverbrauch bzw. die Ansiduerung des Kulturmediums haben.
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Abbildung 5.7: Sauerstoffverbrauch und pH-Anderung wahrend der Kultur von humanen Tumor-
zelllinien. Es wurde der Sauerstoffverbrauch (a) und die pH-Anderung (b) wahrend der Kultur von Tumor-
zelllinien mit einem SDR SensorDish®-Reader der Firma PreSens gemessen. Die Tumorzelllinien Mellm,
LN Cap und PC3 wurden als Monolayer in einer Konzentration von 2x 10° Zellen/ml in den 24-Well PreSens-
Platten ausgesat und lber einen Zeitraum von 24 h gemessen. Gezeigt ist eine reprasentative Messung aus
drei Experimenten

Bei der Untersuchung verschiedener Tumorzelllinien beobachteten wir, dass die meisten Zelllini-
en trotz hoher Genexpression glykolytischer Enzyme (GLUT1, LDHA, LDHB) deutliche Atmungs-
aktivitdt aufwiesen. Wie in Abb. zu sehen ist, verbrauchte LN Cap sehr wenig Sauerstoff.
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Auch der pH-Wert blieb hier relativ konstant (Abb. [5.7b). Mellm wies im Gegensatz dazu einen
weitaus hoheren Sauerstoffverbrauch im Medium auf. Auch der pH-Wert sank iiber die 24 Stunden
starker ab als bei LN Cap. PC3 folgt einem &hnlichen Verlauf wie Mellm und zeigt einen hohen

Sauerstoffverbrauch sowie eine starkere pH-Erniedrigung verglichen mit LN Cap.

5.3.5 Analyse des Aminosaurestoffwechsels in humanen Tumorzelllinien

Eine bedeutende Rolle in der Tumorimmunologie spielt der Aminosaurestoffwechsel, besonders der
Arginin- und Tryptophanstoffwechsel. Die Arginase (ARG) ist fiir die Umsetzung von Arginin zu
Ornithin und Harnstoff verantwortlich. Das gebildete Ornithin ist wichtig fiir die Kollagen- und
Polyaminsynthese. AuBerdem fiihrt die Bildung von NO aus L-Arginin durch die induzierbare NO-
Synthase (iNOS) zu Vasodilatation. Freigesetzte reaktive Stickstoffverbindungen haben zudem in
hohen Konzentrationen auch einen zytotoxischen Effekt.

Ein weiteres wichtiges Enzym, das in Tumoren haufig Gberexprimiert wird, ist die Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO). IDO katalysiert die Umsetzung von Tryptophan zu Kynurenin, was zu einer
Tryptophanverarmung im umgebenden Milieu fiihrt. Dies wirkt sich hemmend auf die Proliferation
von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten aus.

ARG1 war auf mRNA-Ebene in allen Tumorzelllinien schwach exprimiert (Abb.[5.8)). Im Vergleich
dazu war in Monozyten und CD8™1 T-Zellen eine deutlich héhere Expression zu erkennen.
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Abbildung 5.8: mRNA-Expression verschiedener Enzyme des Arginin- und Tryptophanstoffwechsels
in humanen Tumorzelllinien und Immunzellen. Die Expression der Arginasen 1 und 2 (ARG1, ARG2),
der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) sowie der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) wurde in verschiedenen
humanen Tumorzelllinien (J82/RT4: Urothelkarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm: Melanom-Zelllinien) und Im-
munzellen (Monozyten, CD8" T-Zellen) untersucht. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR
bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich auf technische Replikate einer reprasentativen RNA-Praparation aus
mindestens drei Experimenten. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA
normalisiert.
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Auch ARG2 war in allen Tumorzelllinien vorhanden, in CD8™ T-Zellen und besonders Monozyten
wieder leicht erhoht (Abb. 5.8). iINOS folgt einem dhnlichen Muster wie ARG2 und war in allen
untersuchten Tumorzelllinien auf dhnlichem Niveau exprimiert. In den Immunzellen, besonders in
Monozyten, wiederum stérker als in den Tumorzelllinien (Abb. . IDO wurde bis auf Mellm in
allen untersuchten Tumorzelllinien deutlich exprimiert (Abb. [5.8)). In den Immunzellen war dieses
Gen besonders in Monozyten hoch exprimiert, die CD8" T-Zellen zeigen hier dhnliche Tendenzen

wie die Tumorzelllinien.

5.3.6 Untersuchung des Prostaglandinstoffwechsels in humanen Tumorzelllinien

Im Vergleich dazu wurde die Expression der Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX1, COX2) in den
Tumorzelllinien und Immunzellen untersucht. In der Literatur wird beschrieben, dass COX1 kon-
stitutiv in allen Zellen exprimiert ist. Dagegen findet man COX2 induzierbar in Immunzellen und
konstitutiv (iberexprimiert in Tumorzellen. Dort fiihrt es bei Uberexpression zur verstarkten Freiset-
zung von Prostaglandinen, insbesondere Prostaglandin E;, und zu Angiogenese, was dem Tumor
eine erhohte Nahrstoffzufuhr ermoglicht.

COX1 war in allen Tumorzelllinien auf mRNA-Ebene exprimiert, in RT4 jedoch nur schwach
(Abb. [5.9). Im Vergleich dazu fanden wir eine deutlich erhdhte Expression von COX1 in den
Immunzellen, besonders in Monozyten. Auch COX2 war in allen Tumorzelllinien und Immunzel-
len deutlich exprimiert. Besonders auffallend war die starke Expression von COX1 und COX2 in

Monozyten.
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(- 0 cox2
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I
CD8+
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relative mRNA-Expression

Abbildung 5.9: mRNA-Expression der Cyclooxygenasen COX1 und COX2 in humanen Tumorzellli-
nien und Immunzellen. Die Expression von COX1 und COX2 wurde in verschiedenen humanen Tumor-
zelllinien (J82/RT4: Urothelkarzinom-Zelllinien, Na8/Mellm: Melanom-Zelllinien) und Immunzellen (Mo-
nozyten, CD8" T-Zellen) untersucht. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-gPCR bestimmt.
Fehlerbalken beziehen sich auf technische Replikate einer reprasentativen RNA-Praparation aus mindestens
drei Experimenten. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.
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5.3.7 Vergleichende Analyse von Tumorzelllinien und nicht-transformierten

Zellen

Im ersten Teil des Projektes konnte die Expression verschiedener Gene, die fiir den Tumorstoffwech-
sel von Bedeutung sind, auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. In weiteren Analysen wurde die
Expression dieser Gene in Tumorzelllinien mit der Expression in priméaren Zellen aus Geweben ent-
sprechender Herkunft und Immunzellen verglichen. Hier fokussierten sich unsere Analysen auf Gene
des Glukosemetabolismus, da bei den bisherigen Untersuchungen bei Enzymen des Aminosaure-
und des Lipidstoffwechsels keine Unterschiede zwischen Normalzellen, Immunzellen und Tumor-
zellen festgestellt worden waren. Dazu wurde RNA aus Immunzellen bzw. aus priméaren Zellen
gleichen Gewebeursprungs wie die Tumorzelllinien isoliert. Bei den Immunzellen wurden CD4™+ T-
Zellen, CD8™ T-Zellen und Monozyten verwendet. Bei den primaren Zellen wurden Melanozyten
im Vergleich zu den Melanomzelllinien Mellm und Na8, Kolonepithel im Vergleich zur Kolon-
zelllinie SW620 und Hepatozyten im Vergleich zur Leberkarzinomzelllinie Hep3B analysiert. Die
relative Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte per RT-gPCR (Abb. .

GLUT1 zeigte in den Tumorzelllinien eine deutlich erhdhte Expression im Vergleich zu den pri-
méren Zellen entsprechender Gewebe bzw. den Immunzellen (Abb. [5.10p). Die Expression der
LDHA folgte einem ahnlichen Muster wie GLUT1 und zeigte sich in den Tumorzelllinien stark
erhoht im Vergleich zu primaren Zellen (Abb ) Die Immunzellen zeigten beziiglich der
LDHA-Expression ein ahnliches Muster wie die primaren Zellen. Parallel dazu wurde in den Zell-
kulturiiberstanden der RNA-Ansatze die Laktatkonzentration bestimmt. Auch hier war in den
Tumorzelllinien im Vergleich zu primaren Zellen wie auch Immunzellen eine erhéhte Menge an
Laktat im Uberstand zu finden. Die MCT1-Expression war in den Tumorzelllinien weniger einheit-

lich, verglichen mit primaren Zellen und Immunzellen (Abb. /d).
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Abbildung 5.10: Vergleichende Untersuchung der Expression von GLUT1, LDHA und MCT1
sowie der Laktatsekretion in Tumorzelllinien, Immunzellen und ensprechenden Primarzellen. Per
RT-qPCR wurde in verschiedenen Zellen die relative mRNA-Expression von (a) GLUT1, (b) LDHA und (c)
MCT1 bestimmt. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.
Fehlerbalken beziehen sich auf RT-gPCR-Analysen von drei unabhingigen RNA-Priparationen. (d)
Parallel dazu wurde die Laktatkonzentration in den Uberstinden der Ansitze anhand eines enzymatischen
Tests spektrophotometrisch gemessen. Fehlerbalken beziehen sich auf drei unabhangige Ansatze.
Olmmunzellen: CD4T T-Zellen, CD81 T-Zellen, Monozyten

M primare Zellen: Melanozyten, Kolonepithelzellen, Hepatozyten

Mausgewdhlte  Tumorzelllinien:  Na8/Mellm=Melanom-Zelllinien,  SW620=Kolonkarzinom-Zelllinie,
Hep3B=Leberkarzinom-Zelllinie, RCL1503=Nierenkarzinom-Zelllinie, RT4=Urothelkarzinom-Zelllinie

5.3.8 Analyse des Warburg-Effekts und des Glukosemetabolismus in Biopsien
und Schnitten

Da Zelllinien nur ein Modellsystem fiir primare Tumore darstellen, wurden auch Tumorbiopsien
und Gefrierschnitte analysiert. Dazu wurden Biopsien bzw. Gefrierschnitte aus dem Urothelkarzi-
nom, dem hepatozelluldren Karzinom (HCC) und dem Nierenzellkarzinom (RCC) untersucht. Das

Tumorgewebe wurde mit Normalgewebe verglichen, dass aus der umgebenden Region der Tu-
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morbiopsien stammt und von einem Pathologen eindeutig als Normalgewebe identifiziert wurde.
Somit konnte fir jeden Tumor auch das entsprechende Normalgewebe desselben Patienten zum
Vergleich herangezogen werden. Es wurde RNA aus den Biopsien bzw. Gefrierschnitten isoliert
und in einer RT-PCR in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde per RT-qPCR die relative
mRNA-Expression der analysierten Gene bestimmt. Da bei der Analyse der Tumorzelllinien die
groBten Expressionsunterschiede zwischen Tumorzellen und primaren Zellen bzw. Immunzellen im
Glukosemetabolismus zu finden waren, fokussierten sich unsere weiteren Expressionsstudien an

den Biopsien auf den Glukosemetabolismus.

5.3.8.1 RT-qPCR Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im Urothelkarzinom

Zur Analyse Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im Urothelkarzinom wurde RNA aus Gefrier-
schnitten isoliert und per RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Die relative Quantifizierung erfolgte
per RT-gPCR. Das untersuchte Tumormaterial gruppierte sich in Normalgewebe und Tumore un-
terschiedlicher Invasivitat. Dazu gehorten papillare (pTa), leicht invasive (pT1) und stark invasive

(pT2) Tumore.
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Abbildung 5.11: mRNA-Expression Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im Urothelkarzinom.
Per RT-gPCR wurde die mRNA-Expression des Glukosetransporters GLUT1 (a) und der Laktatdehydrogen-
asen A (b) und B (c) in Urothel-Biopsien analysiert. Es wurden Biopsien von Normalgewebe im Vergleich
zu papilléren (pTa), leicht invasiven (pT1) und stark invasiven (pT2) Tumoren untersucht (Student’s t-
Test, p<0,0323* p<0,0012**). RNA wurde aus Gefrierschnitten isoliert. Dargestellt ist die relative
mRNA-Expression der einzelnen Proben mittels RT-qPCR bestimmt, die horizontalen Linien entsprechen
den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA

normalisiert.

Eine signifikant hohere GLUT 1-Expression konnte zwischen papillaren Tumoren (pTa) und Nor-
malgewebe festgestellt werden (Abb. [5.11a). Dagegen war die LDHA, verglichen mit Normal-

gewebe, bei leicht invasiven Tumoren (pT1) signifikant erhéht und in stark invasiven Tumoren
(pT2) ebenfalls tendentiell erhéht (Abb. [5.11p). Die Expression von LDHB zeigte, im Vergleich zu
Normalgewebe, bei keinem Tumortyp signifikant unterschiedliche Expressionslevel (Abb. ).
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5.3.8.2 RT-qPCR Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im HCC

Parallel wurden mit dem Glukosemetabolismus assoziierte Gene im hepatozelluldren Karzinom
untersucht. Fiir diese Analysen war aus Biopsien isolierte RNA vorhanden und wurde in einer RT-
PCR zu cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Quantifizierung erfolgte wieder anhand von
RT-qPCR (Abb. 5.12).

Die GLUT1-Expression war im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe tendentiell, je-
doch statistisch nicht signifikant erhoht. Die Expression von LDHA und LDHB zeigte keine signi-

fikanten Unterschiede, wobei bereits die basale Expression im Normalgewebe sehr hoch war.
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Abbildung 5.12: mRNA-Expression Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im HCC. Per RT-qPCR
wurde die mRNA-Expression von GLUT1, LDHA und LDHB in HCC-Biopsien analysiert. Es wurden Biopsien
von Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu Normalgewebe (NO) untersucht. Dargestellt ist die relative mRNA-
Expression der einzelnen Proben mittels RT-qPCR bestimmt, die horizontalen Linien entsprechen den
Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA
normalisiert. Signifikanzen zwischen den Gruppen wurden mit dem Student's t-Test berechnet.

5.3.8.3 RT-qPCR Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im RCC

Das Nierenzellkarzinom (RCC) stellt einen hoch immunogenen Tumor dar, von dem es 4 verschie-
dene Subtypen gibt (chromophobes RCC, papilldares RCC, klarzelliges RCC und benignes Onco-
cytom). Im klarzelligen Typ des Nierenzellkarzinoms liegt haufig eine Mutation im von Hippel-
Lindau-Gen (VHL) vor. Unter normalen Bedingungen spielt VHL eine Rolle beim Abbau von
HIF-1c. Eine Mutation im VHL-Gen fiihrt zur konstitutiven Aktivitdt von HIF-1a. Da HIF-1a
als Transkriptionsfaktor Gene wie GLUT1, LDHA oder VEGF reguliert, war eine Verdnderung
in der Expression dieser Gene zu erwarten. Diese Hypothese konnten wir bei der Analyse der

RCC-Biopsien bestatigen (Abb. [5.13)).
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Abbildung 5.13: mRNA-Expression Glukosemetabolismus-assoziierter Gene im RCC. Per RT-gPCR
wurde die mRNA-Expression von GLUT1, LDHA, LDHB und MCT1 in RCC-Biopsien analysiert. Es wur-
den Biopsien von Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu Normalgewebe (NO) untersucht. RNA wurde aus
Gewebebiopsien isoliert. Dargestellt ist die relative mRNA-Expression der einzelnen Proben mittels RT-
gPCR bestimmt, die horizontalen Linien entsprechen den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen
Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. (Student’s t-Test, p < 0,0001 ***,
p < 0,0009 *** p < 0,0083 **, p < 0,0232 *)

Es wurde Tumorgewebe mit Normalgewebe aus den entsprechenden Patienten verglichen. Auch
hier wurde RNA aus 30 Gewebebiopsien isoliert und in einer RT-PCR zu cDNA umgeschrieben.
Die relative Quantifizierung auf mRNA-Ebene erfolgte wieder durch RT-qPCR.

Die GLUT1-Expression im Tumorgewebe war signifikant erhdht. Auch LDHA zeigte, dhnlich
dem Expressionsmuster von GLUT1, einen hoch signifikanten Unterschied zwischen Tumor- und
Normalgewebe auf mRNA-Ebene. Die LDHB-Expression verhielt sich invers zu der von GLUT1
und LDHA. Hier war eine signifikante Erniedrigung im Tumorgewebe zu finden. Bei der Analyse

von MCT1 konnte wiederum eine gesteigerte Expression im Tumorgewebe gezeigt werden.

(a) (b)

LDHA
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Abbildung 5.14: Korrelation zwischen GLUT1 und LDHA bzw. GLUT1 und MCT1 mRNA-
Expression. Die RT-qPCR-Analysen der RCC-Biopsien zeigen einen hoch signifikanten Zusammenhang
von (a) GLUT1 und LDHA (Student's t-Test, p <0,0002 *** R?=0,67) sowie (b) GLUT1 und MCT1
(Student’s t-Test, p < 0,0094 **, R2:0,62). Dargestellt ist die relative mRNA-Expression der Tumorbiop-
sien mit Regressionsgerade. Es wurden nur Tumorbiopsien in die Statistik mit einbezogen.
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Korrelationsberechnungen zeigten einen hoch signifikanten Zusammenhang zwischen der GLUT1-

und LDHA-Expression auf mRNA-Ebene. Auch MCT1 zeigte eine signifikante Korrelation zu
GLUT1 (Abb. [5.14a/b).

5.3.8.4 RT-qPCR Aminosaure- und Prostaglandinmetabolismus-assoziierter Gene im

RCC

Neben dem Glukosemetabolismus gibt es noch weitere Stoffwechselwege, die die Immuninfiltration
beeinflussen kdnnten. Deshalb untersuchten wir im RCC zusatzlich Gene, die mit dem Aminosaure-
und Prostaglandinmetabolismus assoziiert sind.

Die Expression der ARG1 zeigte keine Unterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe wah-
rend ARG2 im Normalgewebe, verglichen mit dem Tumorgewebe, signifikant erhéht war (Abb. .
Auch iNOS war im Normalgewebe tendentiell erhdoht, jedoch nicht signifikant unterschiedlich

(Abb. [5.15)). IDO1 war im Tumorgewebe signifikant erhoht.
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Abbildung 5.15: mRNA-Expression von Aminosduremetabolismus-assoziierten Genen im RCC. Per
RT-qPCR wurde die mRNA-Expression von den Aminosauremetabolismus-assoziierten Genen ARG1, ARG2,
iNOS und IDO1 in RCC-Biopsien analysiert. Es wurden Biopsien von Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu
Normalgewebe untersucht (Student’s t-Test, p < 0,0031 **). RNA wurde aus Gewebebiopsien isoliert. Dar-
gestellt ist die relative mRNA-Expression der einzelnen Proben mittels RT-qPCR bestimmt, die horizontalen
Linien entsprechen den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Ex-
pression von 18S rRNA normalisiert. Korrelationen zwischen den Gruppen wurden mit dem Student's t-Test
berechnet.

Betrachtet man die Expression der Cyclooxygenasen im RCC waren weder bei COX1 noch bei

COX2 signifikante Unterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe zu finden.
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Abbildung 5.16: mRNA-Expression der Cyclooxygenasen COX1 und COX2 im RCC. Per RT-gPCR
wurde die mRNA-Expression von COX1 und COX2 in RCC-Biopsien analysiert. Es wurden Biopsien von
Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu Normalgewebe untersucht (Student’s t-Test, p < 0,0080 **). RNA wur-
de aus Gewebebiopsien isoliert. Dargestellt ist die relative mMRNA-Expression der einzelnen Proben mittels
RT-gqPCR bestimmt, die horizontalen Linien entsprechen den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen
Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Korrelationen zwischen den Gruppen
wurden mit dem Student’s t-Test berechnet.

5.3.8.5 RT-qPCR myeloider Immunzellmarker-Gene und T-Zellmarker-Gene im RCC

Der veranderte Glukosemetabolismus und die dadurch auftretende Akkumulation von Laktat kénn-
te das Immuninfiltrat im Tumor verandern. Aus diesem Grund wurden die RCC-Biopsien auch auf

die Expression von Immunzellmarker-Genen untersucht (Abb. [5.17]).
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Abbildung 5.17: mRNA-Expression von myeloiden Immunzellmarker-Genen im RCC. Per RT-qPCR
wurde die mMRNA-Expression von den myeloiden Immunzellmarker-Genen CDla, CDle, CD83 und CD68
in RCC-Biopsien analysiert. Es wurden Biopsien von Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu Normalgewebe
untersucht (Student's t-Test, p < 0,0206 *). RNA wurde aus Gewebebiopsien isoliert. Dargestellt ist die
relative mRNA-Expression der einzelnen Proben mittels RT-qPCR bestimmt, die horizontalen Linien ent-
sprechen den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von
18S rRNA normalisiert. Korrelationen zwischen den Gruppen wurden mit dem Student’s t-Test berechnet.
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CD1a und CD1e sind Marker fir unreife, dendritische Zellen wahrend CD83 ein Marker fiir reife,
dendritische Zellen ist. CD68 wird in der Literatur als Makrophagen-Marker beschrieben.

Die Analyse von CD1a ergab eine signifikant erhohte Expression im Tumorgewebe. CD1e, CD83
sowie CD68 zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe.

Bei den Untersuchungen zur Expression von myeloiden Immunzellmarkern konnten wir zeigen,
dass der vielfach in der Immunhistochemie eingesetzte Makrophagenmarker CD68 auch in man-
chen Tumorzellen exprimiert ist [41]. Wie erwartet, war CD68 auf mRNA-Ebene in Monozyten und
Makrophagen sowie in der myeloiden THP-1 Zelllinie sehr stark exprimiert. Neben Lymphozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen fanden wir den Marker auch in verschiedenen Tumorzelllinien,
hier jedoch unterschiedlich stark exprimiert (ohne Abb.).

Neben den myeloiden Markern wurden auch Marker fiir unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen
untersucht. CD3 ist ein Marker, den alle T-Zellen exprimieren, wahrend CD4 T-Helferzellen und
CD8 zytotoxische T-Zellen charakterisieren. FOXP3 ist ein Marker fiir regulatorische T-Zellen.

Bei Auswertung der T-Zellmarker-Gene konnte eine signifikant gesteigerte Expression von CD4
im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Abb.[5.18)). CD3, CD8 und FOXP3 waren im Tumor- und
Normalgewebe nicht signifikant unterschiedlich exprimiert, allerdings zeigte sich bei CD8 tenden-
tiell eine erniedrigte Expression im Tumor. Somit konnte die erwartete, verminderte Immuninfiltra-

tion, durch die untersuchten Antigene, zumindest auf mMRNA-Ebene nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.18: mRNA-Expression von T-Zellmarker-Genen im RCC. Per RT-qPCR wurde die mRNA-
Expression der T-Zellmarker-Gene CD3, CD4, CD8 und FOXP3 in RCC-Biopsien analysiert. Es wurden
Biopsien von Tumorgewebe (TU) im Vergleich zu Normalgewebe (NO) untersucht (Student's t-Test,
p < 0,0264 *). RNA wurde aus Gewebebiopsien isoliert. Dargestellt ist die relative mRNA-Expression der
einzelnen Proben, die horizontalen Linien entsprechen den Mittelwerten einer Gruppe. Alle gemessenen
Expressionslevel wurden auf die Expression von 185 rRNA normalisiert.

Da die mRNA-Expression in vivo nicht immer mit der Proteinexpression vergleichbar ist (z.B.

aufgrund von postranslationalen Modifikationen), wurden vergleichende Analysen auch auf Protein-
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Ebene durchgefiihrt. In Zusammenarbeit mit Katrin Singer (AG Mackensen, Medizinische Klinik
5, Universitatsklinikum Erlangen) wurden 249 Proben von RCC-Patienten mittels ,, Tissuemicroar-
ray" auf GLUT1 und Immunzellmarker untersucht [108]. Dabei fanden wir eine inverse Korrelation

zwischen GLUT1-Expression und Infiltration von CD8" T-Zellen (Abb. [5.19)).
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Abbildung 5.19: Inverse Korrelation zwischen GLUT1-Expression und der Anzahl CD8% T-Zellen im
klarzelligen Nierenzellkarzinom in ,, Tissuemicroarrays®. In Tissuemicroarrays wurde die Expression von
membrandsem GLUT1 bestimmt. Die Quantifizierung von GLUT1 erfolgte anhand eines Punktesystems,
das Menge und Intensitit der GLUT1-Proteinexpression beriicksichtigte. Tumor-infiltrierende CD8%" T-
Zellen wurden pro mm? bestimmt. Die Expression von GLUT1 zeigte eine signifikante, inverse Korrelation
zur Infiltration von CD8" T-Zellen (Student’s t-Test, p < 0,0030 **).

Zusammenfassend wurden verschiedene Gene des Stoffwechsels auf mMRNA-Ebene analysiert.
Die groBten Unterschiede zwischen Tumorzellen und primaren Zellen zeigten sich hierbei im Glu-
kosestoffwechsel. Dieser Unterschied konnte beim Vergleich zwischen RCC- und Normalgewebe
bestatigt werden. Der gesteigerte Glukosestoffwechsel in den Tumorbiopsien konnte teilweise fiir
das Urothelkarzinom und fiir das HCC bestatigt werden, was Unterschiede in den verschiedenen

Tumortypen widerspiegelt.

5.4 Pharmakologische Modulation des Glukosestoffwechsels

Die bisherigen Experimente zeigen, dass in vielen Tumoren ein verdnderter Glukosemetabolismus
vorliegt und bestatigen damit die Warburg-Hypothese. Dies stellt ein potentielles Ziel fiir die
Tumortherapie dar. In weiteren Experimenten wurde daher die pharmakologische Modulation des

Glukosestoffwechsels untersucht.
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5.4.1 Modulation der Laktatproduktion durch Glykolyseinhibitoren und deren

Auswirkung auf die Proliferation bei humanen Melanomzelllinien

Verschiedene Glykolyseinhibitoren sind bekannt. Oxamsaure ist ein LDH-Inhibitor, der die Pro-
duktion von Laktat in der Zelle unterdriickt. Der Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose weist am
2. C-Atom einen Austausch einer Hydroxylgruppe durch ein H-Atom auf. Dadurch kann es nach
Aufnahme in die Zelle und Umsetzung zu 2-Deoxy-D-Glukose-6-Phosphat nicht weiter verstoff-
wechselt werden. a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure inhibiert Monocarboxylattransporter, die fiir die
Ausschleusung des Laktats aus der Zelle verantwortlich sind [110].

Alle Substanzen fiihren bereits bei niedrigen, eingesetzen Konzentrationen zu einer verringerten
Laktatsekretion (Abb. [5.20a/b/c). Die Proliferation wurde auch bei allen Substanzen signifikant
vermindert, allerdings erst bei hheren Konzentrationen (Abb.[5.20d/e/f). Dies deutet darauf hin,
dass die Proliferationsinhibition ein indirekter Effekt der verringerten Glykolyse sein konnte.
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Abbildung 5.20: Inhibition der Laktatsekretion und Proliferation durch Glykolyseinhibitoren. Es wur-
de der Einfluss von Oxamsaure, 2-Deoxy-D-Glukose und a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure auf die Proliferation
und Laktatsekretion von Mellm untersucht. Die Zellen wurden 24 h mit verschiedenen Konzentrationen
der entsprechenden Reagenzien inkubiert. (a,b,c) AnschlieBend wurden Uberstinde zur Laktatmessung
abgenommen. (d,e,f) Nach dem gleichen Prinzip angesetzte Zellen wurden 2h nach dem Aussien mit
3H-Thymidin zur Proliferationsmessung markiert. Nach 24 h Inkubation wurde die Proliferationsrate (cpm)
anhand des 3H-Thymidin-Einbaus an einem Beta-Plate-Counter bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich auf
technische Replikate (n=5).
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5.4.2 Effekt der Kombination von 2-Deoxy-D-Glukose mit Dexamethason auf

die Proliferation von humanen Leukamiezellen

Das Glukokortikoid Dexamethason (DEX) induziert in Lymphozyten Apoptose und ist heute ein
gangiges Medikament in der Therapie von akuten lymphoblastischen Leukamien [49].

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Oefner (Institut fiir funktionelle
Genomik, Universitat Regensburg) untersuchten wir die Effekte niedriger Dosen des Glykolysein-
hibitors 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG) in Kombination mit dem Apoptoseinduktor DEX auf akute
lymphoblastische Leukémiezellen. Hierbei wurden die akute lymphatische Leukamie (T-ALL) -
T-Zelllinie CEM-CCRF C7H2 und die B-ALL Zelllinie 697/EU-3 mit 3mM 2-DG und 100nM
DEX inkubiert. AnschlieBend wurde aus den Zellen RNA isoliert und per RT-gPCR die mRNA-
Expression der Glukosetransporter GLUT1, GLUT3 und GLUT14 untersucht (Abb. .

Die Zelllinie CEM-CCRF C7H2 zeigte bereits nach drei Stunden eine Herrunterregulation von
GLUT1 auf mRNA-Ebene um 50% gegeniiber Kontrollen, die nur mit 100 nM DEX behandelt
wurden wahrend in 697/EU-3 nur eine sehr geringe Reduktion gegeniiber den Kontrollen, zu

beobachten war. GLUT3 und GLUT14 wurden in beiden Zelllinien nicht reguliert [32].

2,01
1,84
1,54
1,31
1,04
0,8+
0,51
0,31

GLUT1 [rel. mRNA-Expression]

0,0+
CEM-CCRF C7/H2 697/EU-3
(T-ALL) (B-ALL)

Abbildung 5.21: GLUT1 mRNA-Expression in ALL Zelllinien nach Behandlung mit Dexamethason
und 2-Deoxy-D-Glukose. Die Zelllinien CEM-CCRF C7H7 (T-ALL) und 697/EU-3 (B-ALL) wurden fiir 3h
mit 100 nM Dexamethason (DEX) und 3mM 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG) behandelt. AnschlieBend wurde
RNA isoliert und die relative mRNA-Expression von GLUT1 mittels RT-qPCR bestimmt. Werte entsprechen
dem Quotienten aus Behandlung mit DEX+2-DG zu Kontrollen (nur DEX, kein 2-DG). Fehlerbalken bezie-
hen sich auf RT-qPCR-Analysen von mindestens drei unabhangigen RNA-Préaparationen. Alle gemessenen
Expressionslevel wurden auf die Expression von 185 rRNA normalisiert.
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5.5 Genetische Modulation des Glukosestoffwechsels

Unser Ziel ist es die Effekte einer verringerten Laktatsekretion von Tumoren auf das Immunsys-
tem in vivo zu untersuchen. In so einem System konnte die pharmakologische Modulation der
Laktatdehydrogenase A (LDHA) auch Immun- oder Stromazellen beeinflussen. Um auch in vivo
eine selektive Verringerung der Laktatsekretion aussschlieBlich in den Tumorzellen zu erreichen ent-
schieden wir uns dafiir die LDHA auf genetischer Ebene stabil zu supprimieren. Dies wurde sowohl
fir die humane Zelllinie Mellm als auch fiir die murine Zelllinie B16.SIY E12 durchgefiihrt. Beide
Zelllinien wurden mit je 4 verschiedenen Plasmiden transfiziert, von denen jedes eine unterschied-
liche shLDHA-Sequenz enthielt, um ein Plasmid mit maximaler Effizienz zur Herrunterregulation
der LDHA zu finden. Um durch das Plasmid hervorgerufene Effekte auf die Laktatproduktion der
Zelllinien auszuschlieBen, wurden diese zusatzlich mit einem Kontrollplasmid transfiziert, das an
Stelle der shLDHA-Sequenz eine sog. ,scrambled“-Sequenz enthielt. Diese ,,scrambled”-Sequenz
besteht aus einer in silico-konstruierten Basenzusammensetzung, die an keiner bekannten mRNA-
Sequenz bindet. Zusatzlich beinhalteten diese Konstrukte einen GFP-Marker, mit dessen Hilfe die
Tumorzellen nach der Transfektion zur Klonierung in 96-Well-Platten gesortet werden konnten.
Bei den ersten Transfektionsexperimenten stellten wir fest, dass die GFP-Fluoreszenz shLDHA-
positiver Klone mit zunehmenden Passagen schwacher wurde, was vermutlich auf ein Abschalten
des GFP-Promotors im Vektor zuriickzufithren ist. Eine zusatzliche Kotransfektion mit einem
pGene/V5-His-Plasmid, bei dem das Zeozin-Resistenzgen durch ein Blasticidin-Resistenzgen aus-
getauscht wurde, ermoglichte in folgenden Experimenten eine zusatzliche Antibiotikaselektion

positiver Klone nach der Transfektion.

5.5.1 Stabile Herunterregulation der Laktatdehydrogenase A auf mRNA- und
Protein-Ebene - Effekte auf die Laktatproduktion in der humanen

Melanomzelllinie Mellm

Die humane Zelllinie Mellm wurde nach der Transfektion fiir eine Dauer von 3 Wochen mittels
Antibiotika selektioniert. Dazu wurde Blasticidin in einer Konzentration von 4 pg/ml verwendet.
AnschlieBend wurden die positiven Klone per Zellsorter iiber den fluoreszenten GFP-Marker in 96-
Well-Platten gesortet (1 Zelle/Well) und iiber mehrere Wochen aus den Einzelzellen angezogen.
Von diesen Zellklonen wurden RNA-Préaparationen angefertigt, die zu einer ersten Kontrolle der
Herunterregulation der LDHA auf mRNA-Ebene per RT-qPCR analysiert wurden. Abb. [5.22] zeigt

die Selektion von Mellm-Klonen auf die Herunterregulation der LDHA auf mRNA-Ebene.
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Abbildung 5.22: Expression der LDHA in shLDHA-transfizierten Mellm-Klonen. In Mellm-Klonen
wurde die Expression der LDHA auf mRNA-Ebene bestimmt, um Klone mit verminderter LDHA-Expression
zu finden. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich
auf RT-gPCR-Analysen von 3 unabhangigen RNA-Praparationen. Alle gemessenen Expressionslevel wurden
auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.

- Plasmid 1-4: 4 Plasmide mit unterschiedlichen shLDHA-Sequenzen

- Negativ-Kontrolle: Konstrukt mit ,,scrambled*-Sequenz

- Transfektions-Kontrolle: Mellm Zellen, nur mit Transfektionsreagenz behandelt

- Mel Im: untransfizierte Zelllinie

Die tranfizierten Klone zeigten ein sehr heterogenes Expressionsmuster der LDHA. Besonders
bei den Klonen #1a, #1b, #2c, #3e fand man eine starke Suppression der LDHA-Expression.
Die Negativkontrollen und Transfektionskontrollen variierten nicht so stark und exprimierten die
LDHA auf vergleichbarem Level wie die untransfizierten Zellen.

Aus diesem Screening wurden mehrere Klone, in denen die LDHA herunterreguliert war, ausge-
wahlt und weiter untersucht. Eine erneute RNA-Praparation bestatigte die verminderte Expression
der LDHA auf mRNA-Ebene gegeniiber den Kontrollen und der untransfizierten Zelllinie. Paral-
lel dazu wurden Proteinlysate dieser Klone im Western-Blot untersucht. Die verminderte LDHA-
Expression bestatigte sich auch hier auf Protein-Ebene in den entsprechenden Klonen (Abb.[5.23f).
Parallel zu LDHA wurde LDHB untersucht. LDHB war auf mRNA- sowie auf Protein-Ebene in
allen Klonen vorhanden und wenig reguliert (Abb. [5.23d).
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Abbildung 5.23: Regulation der LDHA und LDHB auf mRNA- und Protein-Ebene in ausgewdhlten
Mellm-Klonen. In ausgewihlten Mellm-Klonen wurde die Expression der (a) LDHA und (b) LDHB auf
mRNA-Ebene untersucht. Parallel dazu wurden Western-Blots gegen (c) LDHA und (d) LDHB durch-
gefithrt. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen sich auf
technische Replikate einer RNA-Praparationen. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression
von 18S rRNA normalisiert. Western-Blots wurden nach einer Proteinbestimmung mit gleichen Mengen an
Protein geladen, zur Kontrolle wurde gegen [3-Aktin gefarbt.

- #1-#4: 4 Plasmide mit unterschiedlichen shLDHA-Sequenzen

- n.k.: Negativkontrolle (Konstrukt mit ,,scrambled"-Sequenz)

- Mellm/ML: untransfizierte Zelllinie/Monolayer

Ergédnzend hierzu wurde in Zellkulturiiberstinden die Laktatkonzentration bestimmt (ohne
Abb.). Trotz groBer Unterschiede auf mRNA- und Protein-Ebene waren die maximalen Unter-
schiede in der Laktatsekretion geringer. Klone mit der niedrigsten Laktatsekretion waren #2c,
#3c und #3e, bei den Negativkontrollen zeigte besonders #b eine hohe Laktatkonzentrationen
im Uberstand. Fiir weitere Analysen und Vergleiche wurden der Klon #3e und die Negativkontrolle
n.k. #b verwendet, da sich hier die groBten Unterschiede auf mRNA- und Protein-Ebene sowie
bei der Laktatsekretion zeigten.

Durch erneutes Sorten auf GFP-positive Zellen wurden die Mellm-Klone #3e und n.k. #b
weiter subkloniert. Laktatmessungen in Zellkulturiiberstinden mehrerer Passagen zeigten, dass
sich der Unterschied zwischen dem Subklon #3e/c und der Negativkontrolle n.k. #b/a verringerte,
je langer die Subklone kultiviert wurden, wobei wir die Subklone ohne Antibiotika hielten, um
abzuklaren wie lange diese ohne Selektionsdruck stabil bleiben (Abb.. Dies ist Vorraussetzung
um mit diesen Subklonen mehrwdchige Experimente in der Maus durchfiihren zu kénnen. Dabei
variierte die Laktatsekretion im Kontrollsubklon n.k. #b/a starker als im Subklon #3e/c. Hier
stieg die Laktatsekretion erst nach einer Kulturdauer von ca. 3 Monaten moderat an. Die weiteren

Analysen wurden auf die Mausmelanomzelllinie B16.SIY E12 fokussiert.
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Abbildung 5.24: Laktatsekretionsverhalten der Mellm Subklone iiber mehrere Passagen hinweg.
Von den ausgewahlten Mellm Subklonen #3e/c und n.k. #b/a wurde iiber mehrere Passagen hinweg die
Laktatsekretion im Uberstand bestimmt und verglichen. Die Subklone wurden in einer Konzentration von
25000 Zellen/Well in 96-Well Platten fiinffach ausgesit. Nach weiteren 24 h wurde in den abgenommenen
Uberstinden die Laktatkonzentration an einem AVIDA 1650 spektrophotometrisch gemessen. Fiinffache
Ansatze desselben Subklons wurden gepoolt, um geniigend Volumen fiir die Messung zu erhalten.

5.5.2 Stabile Herunterregulation der Laktatdehydrogenase A auf mRNA-Ebene

und Protein-Ebene - Effekte auf die Laktatproduktion in der murinen

Melanomzelllinie B16.S1Y E12

Bei der Selektion der B16.SIY E12-Klone mit niedriger LDHA-Expression wurde nach dem gleichen
Verfahren vorgegangen wie bei den humanen Klonen. Auch hier wurden mehrere Klone gefunden,
deren Herrunterregulation der LDHA auf mRNA- sowie auf Protein-Ebenene bestatigt werden
konnte (Abb. [5.25)).

Die Klone #2a, #2k und #2| zeigten die niedrigste mRNA-Expression gegeniiber den Nega-
tivkontrollen bzw. der untransfizierten Zelllinie. Neben der LDHA war auch die LDHB in allen
Klonen und Negativkontrollen auf mRNA- wie auf Protein-Ebene exprimiert.

Zusitzlich wurde die Laktatkonzentration im Uberstand bestimmt. Eine verringerte Laktatkon-
zentration war am deutlichsten bei Klon #2| zu beobachten, im Vergleich zu den Negativkontrollen
n.k. #a und n.k. #b bzw. zu B16.SIY E12, lag ein Unterschied von ca. 50% vor. Die Negativkon-
trollen n.k. #a und n.k. #b entsprechen in der Laktatsekretion den untransfizierten B16.SIY E12
(ohne Abb.).
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Abbildung 5.25: Regulation der LDHA und LDHB auf mRNA- und Protein-Ebene in ausgewdhlten
B16.S1Y E12-Klonen. In ausgewahlten B16.SIY E12-Klonen wurde die Expression der (a) LDHA und (b)
LDHB auf mRNA-Ebene untersucht. Parallel dazu wurden Western-Blots gegen (c) LDHA und (d) LDHB
durchgefiihrt. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RT-qgPCR bestimmt. Fehlerbalken beziehen
sich auf technische Replikate einer RNA-Praparationen. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die
Expression von 18S rRNA normalisiert. Western-Blots wurden nach einer Proteinbestimmung mit gleichen
Mengen an Protein geladen, zur Kontrolle wurde gegen [3-Aktin gefarbt.

- #1-#4: 4 Plasmide mit unterschiedlichen shLDHA-Sequenzen

- n.k.: Negativkontrolle (Konstrukt mit ,scrambled”-Sequenz)

- B16.SIY E12/ML: untransfizierte Zelllinie/Monolayer

5.5.3 Proliferation der genetisch veranderten, murinen B16.S1Y E12-Zellen

Wie in Abb. [5.20| gezeigt, inhibierten die Glykolyseinhibitoren Oxamsaure, 2-Deoxy-D-Glukose bzw.
a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure konzentrationsabhéngig die Proliferation von Mellm und B16.SIY E12.
Nun wurde untersucht, ob die Hemmung der LDHA auf genetischer Ebene auch einen Effekt auf
die Proliferation hat. Die zuvor untersuchten B16.SIY E12-Klone zeigten dhnliche Proliferations-

raten, vergleichbar mit der untransfizierten Zelllinie B16.SIY E12 (Abb. [5.26]).
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Abbildung 5.26: Bestimmung der Proliferationsrate von B16.SIY E12-Klonen. Von B16.SIY E12-
Klonen, die mit einem shLDHA-Plasmid stabil transfiziert wurden, wurde die Proliferationsrate bestimmt.
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 25000 Zellen /Well in 96-Well Platten angesetzt und zur Pro-
liferationsmessung mit 3H-Thymidin gelabelt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurde die Proliferationsrate
(cpm) anhand des 3H-Thymidin-Einbaus an einem Beta-Plate-Counter bestimmt. Fehlerbalken beziehen
sich auf technische Replikate eines Ansatzes (n=5).

- #1-#4: 4 Plasmide mit unterschiedlichen shLDHA-Sequenzen

- n.k.: Negativkontrolle (Konstrukt mit ,,scrambled"-Sequenz)

- B16.SIY E12: untransfizierte Zelllinie

5.6 Wachstum der genetisch veranderten Klone in vivo

Unsere Arbeitshypothese war, dass die starke Laktatsekretion von Tumorzellen die Immunabwehr
gegeniiber Tumorzellen inhibiert. Daher wurden Klone ausgewahlt, die in die Maus gespritzt werden

sollten, um das Tumorwachstum in vivo zu beobachten.

5.6.1 Laktatsekretion und Proliferationsverhalten von murinen Subklonen

in vitro

Nach einer erneuten Sortierung wurden der wenig Laktat sezernierende Subklon #2I/c und der
normale Laktatmengen sezernierende Kontrollsubklon n.k. #a/c fiir die Versuche im Mausmodell
ausgewahlt und vor der Injektion nochmals auf Laktatsekretion und Proliferationsverhalten getes-
tet. Wie in Abb. zu sehen ist, zeigte der Klon #2I/c bei fast gleicher Proliferationsrate eine

um Gber 70% verringerte Laktatsekretion gegeniiber dem Kontrollsubklon n.k. #a/c.
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Abbildung 5.27: Laktatsekretion und Proliferation der B16.SIY E12-Subklone #2I/c und n.k. #a/c.
Die B16.SIY E12 Subklone #2I/c und n.k. #a/c wurden in einer Konzentration von 25000 Zellen /2004l per
Well (n=5) in 96-Well-Platten ausgesit. Nach 24 h wurde die Laktatsekretion im Uberstand und die Prolife-
rationrate durch 3H-Thymidin-Einbau bestimmt. Der Subklon #2I/c zeigt im Vergleich zur urspriinglichen
Zelllinie B16.SIY E12 und zur Kontrolle n.k. #a/c ein nur leicht unterschiedliches Proliferationsverhalten
und eine deutlich verringerte Laktatsekretion. Fehlerbalken beziehen sich auf drei unabhangig durchgefiihrte
Experimente.

Diese Analyse bestatigte eine Herunterregulation der LDHA im Klon #2l/c und keinen deut-
lichen Einfluss auf das Proliferationsverhalten im Vergleich zu Kontrolle und untransfizierter
B16.SIY E12-Zelllinie.

Um deren Wachstumsverhalten in vivo zu untersuchen wurden beide Klone nun in verschiedenen
Zellzahlen subkutan in immunkompetente C57/BL6-Mzuse und in immundefiziente Ragl”/--M3use

injiziert.

5.6.2 Subkutane Injektion von murinen B16.S1Y E12-Zellen mit einer
verringerten Laktatsekretion in C57 /BL6-Mause

In Zusammenarbeit mit Dr. Gudrun Kéhl (Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie, Universitatsklinikum
Regensburg) wurden in ersten in vivo-Versuchen die beiden B16.SIY E12-Subklone mit verschie-
denen Zellzahlen von 1x10* — 1x10° in immunkompetente C57/BL6-Mause subkutan injiziert.
Wie am Tumorvolumen zu erkennen ist, waren deutliche Unterschiede im Wachstumsverhalten
festzustellen (Abb. [5.28). Der Kontrollsubklon n.k. #a/c wuchs deutlich stirker in der Maus als
der Subklon #2l/c (Abb. [5.28p-c). Die entstandenen Tumore zeigten dabei keinen Einfluss auf
das Mausgewicht wahrend der Versuchsdauer (Abb. [5.28d-f).
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Abbildung 5.28: Wachstumsverhalten der B16.S1Y E12-Subklone #2I/c und n.k. #a/c in C57/BL6-
Mausen. Die B16.SIY E12-Subklone #2I/c und n.k. #a/c wurden mit Zellzahlen von 1x10° bis 1x10% in
C57/BL6-Mause subkutan injiziert. (a,b,c) Das Tumorwachstum wurde lber einen Zeitraum von 2-3 Wo-
chen in regelmaBigen Absténden bestimmt. (d,e,f) Parallel dazu wurde das Gewicht der M3use bestimmt.

Fehlerbalken beziehen sich auf n=4-10 Mause eines Experiments (1><106 Zellen: n=10 je Subklon, 1x10°
Zellen: n=4 je Subklon, 1x10*: n=5 je Subklon).

Ein weiteres Ziel war es, eine minimale Zellzahl zu finden, bei der das Immunsystem der Maus ein
Anwachsen des Tumors verhindern kann. Tabelle zeigt die Tumoranwachsraten der Subklone

#2l/c und n.k. #a/c in Abhangigkeit der injizierten Zellzahl.

inj. Zellzahl | n.k. #a/c | #2l/c
1x10* 3 (5) 0 (4)
1x10° 4 (4) 1(4)
1x10° 10 (10) | 10 (10)

Tabelle 5.1: Tumoranwachsrate in C57/BL6-Mausen. n.k. #a/c: normal Laktat sezernierender Kon-
trollsubklon, #2l/c: wenig Laktat sezernierender Subklon.

Wurden 1x10° Zellen injiziert, wuchsen beide Subklone in allen M3usen an (n=10 je Klon).
Dagegen wuchs bei einer injizierten Zellzahl von 1x10* die Negativkontrolle n.k. #a/c in 3 von 5
injizierten Mausen an. Subklon #2l/c wuchs in keiner der 4 injizierten Mause an.

Weiterhin zeigt der Subklon #21/c bei einer gespritzten Zellzahl von 1x10° wihrend der ge-

samten Versuchsdauer eine Zunahme des Tumorvolumens (Abb. [5.28p). In niedrigeren injizierten
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5 Ergebnisse

Zellzahlen zeigte der Subklon ein schwaches Wachstum (Abb. /c) Beim Versuch mit 1x10°
injizierten Zellen waren nach 7 Tagen das erste Mal Tumore sichtbar. Der Versuch musste auf-
grund der TumorgréBe nach 15 Tagen beendet werden. Bei den injizierten Zellzahlen von 1x10°
und 1x10* war ein Tumorwachstum erst nach 14 Tagen zu erkennen. Der Versuch wurde nach 20

Tagen beendet.

5.6.3 Subkutane Injektion von murinen B16.S1Y E12-Zellen mit einer

verringerten Laktatsekretion in Ragl/"-Mause

Um zu iberpriifen, ob das murine Immunsystem wirklich fir das divergente Wachstum der beiden
verandertern Zelllinien in der Maus veranwortlich ist, injizierten wir die beiden Subklone mit
einer Zellzahl von 1x10° in je fiinf immundefiziente Ragl”/"-Mause. Wir wihlten genau diese
Zellzahl, da hier bei der Injektion in die immunkompetenten C57/BL6-Méause die Negativkontrolle
n.k. #a/c in allen vier Mausen anwuchs wahrend der Subklon #2I/c nur noch in einer von vier
Mausen anwuchs. Dies deutete auf eine sichtbare Modulation des Tumorwachstums durch das
Immunsystem der Maus hin. Ragl”/"-Mausen fehlen reife B- und T-Lymphozyten. Es zeigte sich,
dass beide Subklone in der Ragl”/"-Maus (iber einen Zeitraum von 21 Tagen etwa gleich groBe
Tumore bildeten (Abb. [5.29)). Dabei wuchsen beide Klone in allen injizierten Mausen an. Dies
deutet an, dass Lymphozyten entscheidend das Tumorwachstum kontrollieren und dass Laktat
diese Immunfunktion der Lymphozyten inhibiert. Auch das Mausgewicht wurde von den Tumoren

nicht beeinflusst, beide Mausgruppen zeigten ein dhnliches Gewicht.

(a) (b)

“E 5007 = #2l/c — 30

E, 400 =mnk. #alc =2
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S 2
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= 9 13 16 17 20 21 1 2 3 6 9 131617 20 21

Tage nach Tumorzellinjektion Tage nach Tumorzellinjektion

Abbildung 5.29: Wachstumsverhalten der B16.S1Y E12-Subklone #2I/c und n.k. #a/c in Ragl/"-
Mausen. Die B16.SIY E12-Subklone #2I/c und n.k. #a/c wurden mit einer Zellzahl von 1x10° in Ragl'/‘—
Méuse subkutan injiziert. (a) Das Tumorwachstum wurde (iber einen Zeitraum von 3 Wochen in regel-
maBigen Abstanden bestimmt. (b) Parallel dazu wurde das Gewicht der Mause bestimmt. Fehlerbalken
beziehen sich auf n=5 Mause eines Experiments.
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5 Ergebnisse

Bisher wurden nur Experimente mit einer geringen Anzahl an Mausen durchgefiihrt. Dennoch
lassen die bisherigen Ergebnisse auf eine Modulation der Immunantwort durch Laktat schlieBen.
Deshalb soll in weiteren Arbeiten die Immuninfiltration und das Wachstumsverhalten der Tumore

im Mausmodell eingehender untersucht werden.
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6 Diskussion

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts hat Otto Warburg erkannt, dass viele Tumore Veranderun-
gen im Glukosestoffwechsel aufweisen, was er damals als ,,aerobe Glykolyse" bezeichnete [121].
Seitdem haben sich zahlreiche Wissenschaftler der Erforschung des Warburg-Phanotyps gewid-
met. Zudem wurden auch andere Stoffwechselwege entdeckt, die im Tumor fehlreguliert sind und
Metaboliten produzieren, die das Immunsystem modulieren kénnen. In der aktuellen Fachlitera-
tur findet man weitgehend Untersuchungen einzelner Stoffwechselwege, fokussiert auf einen oder
wenige Tumortypen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein metabolisches Profil verschiedener dysregulierter Stoff-
wechselwege in humanen Zelllinien und Biopsien unterschiedlicher Tumortypen erstellt. Hiermit
in Zusammenhang sollte der Effekt analysierter Tumormetaboliten auf das Immunsystem in vitro

sowie in vivo untersucht werden.

6.1 Metabolische Charakterisierung von humanen Tumorzelllinien

und primarem Tumormaterial

6.1.1 Glukosemetabolismus und Atmung in Tumorzelllinien, untransformierten

Zellen entsprechender Gewebe und Immunzellen

Es ist bekannt, dass Tumore durch eine hohe Glukoseaufnahme charakterisiert sind und oft eine
hohe glykolytische Aktivitat zeigen. Diese Eigenschaft wird bereits in der Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) zur Tumordiagnostik genutzt [96]. Glukose wird iiber die Glukosetransporter
(GLUTSs) in die Zelle aufgenommen, die z.B. durch Onkogene wie KRAS/BRAF erhéht exprimiert
werden [30].

Im Rahmen der metabolischen Charakterisierung zeigten alle Tumorzelllinien eine starke Ex-
pression der Glukosetransporter GLUT1, GLUT3 und GLUT14 auf mRNA-Ebene. Dies deutet auf
eine gesteigerte Glukoseaufnahme stark proliferierender Tumore hin. GLUT1 war in verschiedenen

Immunzellen, wie T-Zellen und Monozyten, deutlich niedriger exprimiert als in Tumorzelllinien.
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AuBerdem zeigten primére Hepatozyten gegeniiber hepatozelluldren Karzinomzelllinien, sowie Me-
lanozyten gegeniiber Melanomzelllinien eine deutlich geringere GLUT 1-Expression. Dies lasst auf
eine erhohte Glukoseaufnahme der Tumorzelllinien gegeniiber den untransformierten Zellen korre-
spondierender Gewebe und Immunzellen schlieBen. Eine erhdhte GLUT 1-Expression wurde bereits
in vielen Tumoren beschrieben. Vor kurzem konnte erst durch Eichhoff et al. bei der Untersuchung
von Melanombiopsien bestatigt werden, dass eine erhdhte GLUT1-Expression im Tumor mit Inva-
sivitat und Proliferation korreliert [33]. Im kolorektalen Adenokarzinom konnten Koukourakis et al.
auf immunhistochemischer Ebene eine erhohte Expression von GLUT1 zeigen [61]. Kunkel et al.
analysierten immunhistologisch Tumorbiopsien von Patienten, bei denen zuvor ein orales Plattene-
pithelkarzinom per PET diagnostiziert wurde [65]. Auch sie konnten eine hohe GLUT1-Expression
in den Tumorbiospien finden, die mit einer schlechten Uberlebensrate korrelierte.

Da hoch glykolytische Tumore die aufgenommene Glukose primar zu Laktat verstoffwechseln,
untersuchten wir die mRNA-Expression der Laktatdehydrogenasen A und B (LDHA, LDHB). Die
LDHA katalysiert Gberwiegend die Umsetzung von Pyruvat zu Laktat und war in allen Zelllinien
stark exprimiert. Somit kann angenommen werden, dass die untersuchten Zelllinien stark von der
aeroben Glykolyse abhangig sind. Beim Vergleich von Tumorzelllinien mit den Immunzellen und
primaren Zellen war, wie schon bei GLUT1, die LDHA-Expression in den Tumorzelllinien, vergli-
chen mit untransformierten Zellen und Immunzellen, erhoht. Die gesteigerte mRNA-Expression
der LDHA korrelierte mit einer verstarkten Laktatsekretion. Die Laktatkonzentration in Zellkul-
turiiberstdnden der Tumorzelllinien war deutlich erhoht gegeniiber den untransformierten Zellen
und Immunzellen. Erhohte LDH-Spiegel konnten Koukourakis et al. auch in vivo im Serum von
Patienten mit Brust- und Ovarialkarzinomen messen [64]. Dazu fanden Walenta et al. bei quantita-
tiven Biolumineszenzmessungen erhohte Laktatspiegel in malignen Tumoren des Zervixkarzinoms,
Kolonkarzinoms sowie Tumoren an Kopf und Hals, jedoch nicht in umliegendem Normalgewebe
[119] 120]. Koukourakis et al. konnten im Lungenkarzinom und im kolorektalen Adenokarzinom
eine erhohte Expression der LDHA immunhistochemisch zeigen, die mit erhohter Aggressivitat
und Invasivitat der Tumore korrelierte [62], 63].

Aber auch die LDHB, verantwortlich fiir die Riickreaktion von Laktat zu Pyruvat, war in allen
Tumorzelllinien exprimiert. Dies kann damit erklart werden, dass die LDH-5, bestehend aus 4
LDHA-Untereinheiten, die vorherrschende, aber nicht alleinige Form im Tumor ist. Auch LDH-1
bis LDH-4, die sowohl LDHA- als auch LDHB-Untereinheiten in unterschiedlicher Zusammen-
setzung enthalten (Tab. 1.1), kdnnen in den Tumorzelllinien exprimiert sein. Dariiber hinaus

ist es moglich, dass ein Teil der Tumorzellen eines heterogenen Tumors Laktat aufnimmt und
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dies in einer Riickreaktion zu Pyruvat verstoffwechselt. Das erzeugte Pyruvat kénnte in die Mit-
ochondrien geschleust werden und im Zitratzyklus als Vorstufe zur Makromolekiilsynthese dienen.
Sonveaux et al. beschrieben im Mausmodell an Lungenkarzinomen und Xenotransplantaten des
kolorektalen Adenokarzinoms solche oxidativen Tumorzellen [110]. Sie konnten zeigen, dass diese
durch Blockade der Laktattransporter mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure auf Glykolyse umstellten
und somit therapeutisch angreifbar sind. Wurden die Mause unter Glukosemangel gehalten, zeig-
ten sie ein verringertes Tumorwachstum. AuBerdem reagierten die Tumore sensitiver gegeniber
Bestrahlung.

Monocarboxylattransporter sind fiir den Transport von Laktat aus der Zelle verantwortlich [43]
und wurden in allen untersuchten Tumorzelllinien exprimiert. Beim Vergleich mit den Immunzellen
und untransformierten Zellen korrespondierender Gewebe zeigte der Monocarboxylattransporter
MCT1 geringere Expressionsunterschiede.

Um zu testen, inwieweit die starke Glykolyse der untersuchten Tumorzellen mit einer gerin-
geren Atmung korreliert, analysierten wir den Sauerstoffverbrauch und die Ansduerung der Tu-
morzelllinien Mellm, PC3 und LNCap. Die Untersuchung zeigte, dass Mellm und PC3 deutliche
Atmungsaktivitat aufwiesen. Zusatzlich war jedoch auch eine Ansduerung des Kulturmediums
festzustellen. Im Gegensatz dazu zeigte LNCap nur sehr geringen Sauerstoffverbrauch sowie nur
schwache Ansduerung des Mediums. Grundsatzlich zeigt dies, dass Tumorzellen sowohl oxidativ
als auch glykolytisch aktiv sind und unterschiedliche Zelllinien unter gleichen Umweltbedingungen
unterschiedliche Aktivitat aufweisen.

Deshalb analysierten wir zusatzlich in den Tumorzelllinien die Expression der Pyruvatdehydro-
genase (PDH). Die PDH katalysiert die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA und reguliert damit
den Eintritt von Pyruvat in den Zitratzyklus. Wir fanden die PDH in allen analysierten Tumor-
zelllinien auf mRNA-Ebene exprimiert. Auch die Malatdehydrogenase (MDH), verantwortlich fiir
die Umsetzung von Oxalacetat zu Malat, wurde untersucht und war in den Zelllinien exprimiert.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Mitochondrien, im Gegensatz zu Warburgs Hy-
pothese, in Tumorzellen durchaus aktiv sind. Laut Vander Heidens et al. Reinterpretation des
Warburgeffekts erfiillen die Mitochondrien in der Tumorzelle mit dem Zitratzyklus dabei eine
anaplerotische Funktion [45]. Diese Hypothese wird von DeBerardinis et al. unterstiitzt, der in
Glioblastomzellen einen vollstindig aktiven Zitratzyklus sowie einen erhéhten Glumatinmetabolis-
mus zeigen konnte [25]. Allerdings zeigen die Ergebnisse auch eindeutig, dass Warburg mit seiner

Hypothese beziiglich des erhohten Glukosestoffwechsels Recht hatte.
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6.1.2 Untersuchung des Aminosaure- und Lipidstoffwechsels

Bei der Untersuchung weiterer Stoffwechselwege, die im Tumor verandert sein kénnten, fokussier-
ten sich unsere Analysen auf den Aminosaure- und Lipidmetabolismus, da diese Stoffwechselwege
potentiell Einfluss auf die Immunantwort haben. Eine erhohte Expression der Enzyme Arginase
(ARG), Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und induzierbare NO-Synthase (iNOS) fiihrt zur Ver-
armung von Arginin und Tryptophan im Tumormilieu und zu einer Inhibition der T-Zellen, da
diese Aminosauren absolut essentiell fiir T-Zellen sind. Die entstehenden Metaboliten Ornithin,
Kynurenin und NO wirken dazu inhibitorisch auf T-Zellen [97, 87]. Ornithin und Kynurenin sind
Vorstufen des Polyaminstoffwechsels, der in Tumoren haufig erhoht ist. Dadurch scheiden Tumor-
patienten haufig erhéhte Mengen an Polyaminen aus. Hier bieten sich Ansatze fiir die Diagnostik
von Tumorerkrankungen [79].

Die Analyse der Arginasen 1 und 2 ergab, dass alle untersuchten Tumorzelllinien eine deutlich
geringere mRNA-Expression dieser beiden Enzyme als Immunzellen aufwiesen. Dies deutet darauf
hin, dass im Tumor eher Immunzellen das Arginin depletieren. Entsprechend zeigen Untersuchun-
gen in der Maus, dass myeloide Suppressorzellen im Tumor ARG1 exprimieren [94].

iNOS verstoffwechselt wie Arginase Arginin und war ebenfalls in Monozyten stark exprimiert. In
der Maus ist beschrieben, dass Makrophagen iNOS exprimieren. Dagegen gibt es widerspriichliche
Publikationen in humanen monozytaren Zellen. Siedlar et al. kokultivierten humane Monozyten
mit Kolonkarzinomzellen und konnten auf mRNA- sowie auf Proteinebene eine iNOS-Expression
nachweisen, die eindeutig auf die Monozyten zuriickzufiihren war [107]. Die Tumorzelllinien alleine
produzierten kein iNOS, die Monozyten nur, wenn diese in Kontakt mit den Tumorzelllinien waren.
In Kokultur-Experimenten unserer Arbeitsgruppe stimulierten im Gegensatz dazu Monozyten die
humane Tumorzelllinie RT4 zur Produktion von iNOS [58]. Bei Kokulturen von humanen Monozy-
ten mit Tumorzellen konnten Szaflarska et al. CD14% /CD16™-Monozyten als iNOS-exprimierende
Subpopulation identifizieren, die in eine Antitumorantwort involviert ist [114].

Auch bei IDO war in Immunzellen eine starke Expression feststellbar. Durch die Verstoffwech-
selung von Tryptophan durch Tumorzellen und Tumor-assoziierte, monozytare Zellen kénnte es
zu einer Tryptophanverarmung im Tumormilieu kommen, die die T-Zellantwort hemmt, wie auch
Bradacher et al. im Kolonkarzinom zeigen konnten [10]. Dariiber hinaus konnten Chung et al.
zeigen, dass die Expression von IDO durch dendritische Zellen die Expansion von regulatorischen
T-Zellen fordert [18]. Riesenberg et al. fanden bei der Untersuchung von Biopsien des Nieren-
zellkarzinoms, dass IDO fast ausschlieBlich von Endothelzellen in der Tumorregion exprimiert

wurde [93]. Da dies mit einer guten Prognose korrelierte, kdnnten die Endothelzellen damit die
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Tryptophanversorgung des Tumors blockieren.

Bei der Analyse des Lipidstoffwechsels wahlten wir die Cyclooxygenasen COX1 und COX2.
Wiéhrend COX1 physiologisch in allen Geweben konstitutiv exprimiert ist, findet man die COX2
induzierbar bei Entziindungen und im Tumor [122]. Auch hier waren beide Enzyme tendentiell
starker in Immunzellen als in Tumorzellen exprimiert. Becker et al. konnten in malignen Melanomen
eine erhdhte COX2-Expression feststellen, die mit TumorgréBe und Uberlebensrate korrelierte [7].

Unsere Daten deuten darauf hin, dass der verdnderte Aminosiure- und Lipidstoffwechsel be-
stimmter Tumore u.a. dadurch bedingt sein konnte, dass infiltrierende Immunzellen, wie z.B.

Monozyten, bestimmte Enzyme (ARG, IDO, COX) ebenfalls sehr stark exprimieren.

6.1.3 Der Glukosemetabolismus in Tumorbiopsien und Normalgewebe

Tumorzelllinien bieten ein gutes Modell fiir die Erforschung des Tumormetabolismus. Um jedoch
einen Einblick in die tatsichliche Situation im Tumor zu bekommen, untersuchten wir nun Biopsien
und Schnitte aus dem Urothelkarzinom, dem hepatozelluldren Karzinom und dem Nierenzellkar-
zinom. Wir interessierten uns hauptsachlich fiir den Glukosemetabolismus und damit verbundene
Enzyme, da sich in den Analysen mit Zelllinien gezeigt hatte, dass gerade hier hoch signifikante
Unterschiede zwischen untransformierten Zellen und Tumorzellen zu finden waren. Diese wurden
auf mRNA-Expressionsebene per RT-qPCR untersucht. Fiir die Analysen wurden Tumorbiopsien
mit dem entsprechenden Normalgewebe derselben Patienten verglichen.

Im Urothel zeigte sich in papillaren Tumoren eine signifikant héhere GLUT 1-Expression als im
Normalwebe. Die LDHA war, verglichen mit Normalgewebe, in leicht invasiven Tumoren signifikant
erhoht, wahrend die LDHB keine Regulation zeigte.

Die Analyse der hepatozelluldren Karzinombiopsien zeigt mit einer erhéhten GLUT 1-Expression
in den Tumorbiopsien, verglichen mit den korrespondierenden Normalbiopsien, einen dhnlichen
Trend wie die Urothelbiopsien. Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. In Zu-
sammenarbeit mit Amman et al. konnten wir aber bei héherer Probenzahl eine erhéhte GLUT1-
Expression auf mRNA-Ebene sowie auf Proteinebene im hepatozelluldren Karzinom zeigen [4].
Daskalow et al. fanden bei mRNA- und Proteinexpressionsanalysen humaner, hepatozellularer
Karzinome eine erhdhte GLUT1-Expression in Tumor-assoziierten Endothelzellen, jedoch nicht in
neoplastischen Hepatozyten [21]. GLUT2 war in 50% aller untersuchten Karzinome exprimiert,
HIF-1« jedoch nur in 12% aller untersuchten Karzinome.

Im Urothelkarzinom und im hepatozelluldren Karzinom gibt es keine weiteren Untersuchungen

auf mRNA-Ebene zu diesem Thema. Allerdings zeigen Arbeiten von Koukourakis et al., dass im

89



6 Diskussion

Lungenkarzinom [60] und Kolonkarzinom [61] die Tumorprogression mit der Proteinexpression
von GLUT1 und LDHA korrelierte. Auf immunhistochemischer Ebene konnten auch Roh et al.
eine erhdhte GLUT1-Expression in Biopsien hepatozellularer Karzinome feststellen [95]. Im Ge-
gensatz dazu konnten sie keine GLUT1-Expression im umliegenden Normalgewebe und Hepatozy-
ten finden. Kunkel et al. untersuchten an Plattenepithelkarzinom-Patienten immunhistochemisch
die GLUT1-Expression und in einer Subgruppe davon den Glukosemetabolismus per FDG-PET
[65]. Sie konnten einen Zusammenhang zwischen Glukoseaufnahme sowie Glukosemetabolismus
und schlechter Prognose zeigen. Dazu fanden Airley et al. im Zervixkarzinom, dass eine erhdhte
GLUT1-Expression mit einer gesteigerten Metastasierungsrate korrelierte [I].

Ein weiterer Tumortyp, den wir analysierten, war das Nierenzellkarzinom (RCC). Gerade im
Hinblick auf den Glukosemetabolismus schien dieser Tumortyp besonders interessant zu sein. Be-
sonders im klarzelligen RCC ist oft das von Hippel-Lindau-Gen (VHL) mutiert was zu einer konsti-
tutiven Expression von HIF-1« fithrt [101) [91]. Da dieser Transkriptionsfaktor unter anderem auch
GLUT1 und LDHA reguliert [2], kdnnte hier der gefundene Warburg-Phanotyp begriindet sein.
In einer groBeren Probenanzahl analysierten wir auch hier die wichtigsten Glukosemetabolismus-
assoziierten Gene und wichtige Immunzellmarker auf mRNA-Ebene. Es zeigte sich eine hoch si-
gnifikante Erhéhung von GLUT1 und LDHA auf mRNA-Ebene in den Tumorbiospien im Vergleich
zum Normalgewebe der gleichen Patienten. Auch bei MCT1 war eine gesteigerte Expression im
Tumorgewebe zu erkennen. Zudem fanden wir im Tumor eine verminderte Expression der LDHB.
Eine hoch signifikante Korrelation zwischen GLUT1 und LHD A sowie zwischen GLUT1 und MCT1
auf mRNA-Ebene deuten eine Verschiebung der Energieproduktion von oxidativer Phosphorylie-
rung zur Glykolyse an. Die erhohte Expression von GLUT1 und LDHA konnte auf Proteinebene
bestatigt werden, flir MCT1 existieren bisher keine Proteindaten. Die Analysen auf Proteinebene
wurden von Katrin Singer (AG Mackensen, Medizinische Klinik 5, Universitatsklinikum Erlangen)
an Tissuemicroarrays (TMAs) durchgefiihrt. Eine erhéhte Expression von GLUT1 auf Proteinebe-
ne konnte auch von Suganuma et al. im Nierenzellkarzinom bestatigt werden [112]. Unwin et al.
beobachteten in Proteomanalysen mit 2D-Gelelektrophoresen und Massenspektrometrie eine er-
hohte Expression der LDHA, aber auch anderer Glykolyse-assoziierter Enzyme wie der Aldolase,
Pyruvatkinase M2 und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase im Nierzellkarzinom [115].

Die hohe Expression von LDHA kdnnte mit einer hohen Laktatsekretion und Anreicherung von
Laktat im Tumorgewebe korrelieren. Da in fritheren Untersuchungen gezeigt wurde, dass Laktat
inhibitorische Effekte auf Immunzellen hat [36) 28] 140], untersuchten wir auch die Infiltration

von Immunzellen anhand der Analyse von Immunmarkern. Wir konnten eine signifikant erhohte
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mRNA-Expression von CD1a im Tumorgewebe feststellen. Dies deutet auf eine erhéhte Infiltration
des Tumors mit dendritischen Zellen hin. CD83, ein Reifungsmarker fiir dendritische Zellen, zeigte
jedoch keine Expressionsunterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe auf mRNA-Ebene. Die
Expression von CDla und CD83 deutet darauf hin, dass die Reifung dendritischer Zellen im
Tumormilieu inhibiert ist.

Zusatzlich wurde die mRNA-Expression von T-Zellmarkern untersucht. Dabei zeigte sich eine
signifikant gesteigerte Expression von CD4 im Tumorgewebe. CD3, CD8 und FOXP3 waren auf
mRNA-Ebene zwischen Tumor- und Normalgewebe aber nicht unterschiedlich exprimiert. Jedoch
konnte auf Proteinebene in Tissuemikroarrays eine verminderte Infiltration CD8" T-Zellen in
bestimmten Tumoren gefunden werden, woraus sich eine inverse Korrelation zwischen GLUT1-
Expression und Infiltration von CD8" T-Zellen ergab [108].

Diese Daten deuten darauf hin, dass die verstarkte GLUT1- und LDHA-Expression klarzelliger
Nierenzellkarzinome die Infiltration CD8" T-Zellen negativ beeinflussen kann. Eine verringerte
Glukosekonzentration, hervorgerufen durch die verstarkte Glukoseaufnahme des Tumors, kdnnte
die Effektorfunktion und Infiltration von T-Zellen im Tumormilieu modulieren, da T-Zellen zur
Aktivierung und Proliferation erhéhte Mengen an Glukose benétigen [15]. Ein Eingreifen in den
Glukosemetabolismus als therapeutisches Ziel kénnte hier sowohl die Tumormalignitat verringern
als auch die T-Zellaktivierung begiinstigen. Dariiber hinaus kénnte eine Verringerung der Laktat-
sekretion den Tumor sensibler fiir Chemo- und Immuntherapien machen [129].

Parallel wurde auch der Lipid- und Aminosauremetabolismus im Nierenzellkarzinom analysiert.
Hier zeigte sich auf mRNA-Ebene bei COX1/2 sowie ARG1 und iNOS kein Unterschied zwischen
Tumor- und Normalgewebe. Nur bei IDO fanden wir eine signifikante Hochregulation im Tumor
und bei ARG2 eine Herunterregulation. In weiteren Analysen muB geklart werden, inwieweit die
erhohte IDO-Expression ebenfalls mit der Immunzellinfiltration korreliert. In der Literatur gibt es
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen IDO-Expression und der Anzahl der regulatorischen
T-Zellen im Tumor [105] [70].

Zusammenfassend konnte der Warburg-Phanotyp in den analysierten Biopsien im RCC, jedoch
nur teilweise im Urothel- und im hepatozelluldren Karzinom bestatigt werden. Allerdings stammten
die analysierten Biopsien aus unterschiedlichen Geweben und Tumortypen. Dies kdnnte bedeuten,
dass verschiedene Tumortypen aus unterschiedlichen Geweben auch unterschiedliche Expressions-

muster zeigen.
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6.2 Pharmakologische und genetische Modulation des

Glukosestoffwechsels

Die vorherigen Experimente zeigten, dass Zelllinien, die hoch LDHA exprimieren, erhéhte Men-
gen an Laktat sezernieren. Dass eine erhohte LDHA-Expression mit Metastasierung und schlechter
Prognose korreliert, konnte von Walenta et al. im Zervixkarzinom [120] und von Koukourakis et al.
im Kolon- und Lungenkarzinom gezeigt werden [63][60]. Dariiber hinaus stellten Koukourakis et al.
fest, dass glykolytische Tumorzellen auch Tumor-assoziierte Fibroblasten modulieren. Unsere Ar-
beitsgruppe konnte in vitro zeigen, dass die erhdhte Laktatkonzentration die Aktivierung und
Reifung Tumor-assoziierter dendritischer Zellen [40] und T-Zellen [36] blockiert. Diese Beob-
achtungen machten den Glukosemetabolismus von Tumoren zu einem interessanten Ziel fiir die
Tumortherapie. Durch eine gezielte Senkung der Laktatsekretion kénnte die Immunsuppression im
Tumor eventuell aufgehoben werden. In vivo gibt es jedoch keine Untersuchungen dazu, wie die
Laktatsekretion des Tumors die Immuninfiltration moduliert.

Um den Zusammenhang zwischen Laktat und Immunsuppression bzw. Tumorproliferation in vivo
zu beweisen, wurden humane Mellm- und murine B16.SIY E12-Tumorzelllinien mit einer verrin-
gerten LDHA-Expression generiert, um diese Effekte in vivo in Mausexperimenten zu untersuchen.
Parallel dazu wurde die Auswirkung der verminderten Laktatsekretion in vitro auf humane Mellm-
Tumorzellen mittels pharmakologischer Modulation untersucht.

Auf pharmakologischer Ebene wurden verschiedene Glykolyseinhibitoren, wie Oxamséure (blo-
ckiert LDHA), 2-Deoxy-D-Glukose (blockiert Hexokinase 2) und «a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure
(blockiert MCT1) verwendet. Es zeigte sich bei allen 3 Wirkstoffen eine konzentrationsabhangige
Verringerung der Laktatsekretion. Parallel dazu stellten wir auch eine konzentrationsabhangige
Proliferationsinhibition in den untersuchten Tumorzelllinien fest, wobei zur Inhibition der Lak-
tatsekretion jeweils niedrigere Konzentrationen des Wirkstoffs notig waren als zur Inhibition der
Proliferation. Dies deutet darauf hin, dass beide Effekte nicht unmittelbar zusammenhéngen.
Auswirkungen von 2-Deoxy-D-Glukose auf die Proliferation konnten Cay et al. in vivo in Lebertu-
moren von Ratten beobachten [14]. Er injizierte Ratten Kolonkarzinomzellen in die Leber. Uber
funf Tage wurde diesen taglich 2-Deoxy-D-Glukose in die Lebervene appliziert. Nach Resektion
zeigten die Tumore der so behandelten Tiere im Vergleich zu Kontrollen, die mit Kochsalzlésung
behandelt wurden, ein verringertes Wachstum. Die inhibitorischen Eigenschaften von a-Cyano-4-
Hydroxyzimtsaure auf die Proliferation konnten Jin et al. auch in Lungenkarzinomzelllinien fest-

stellen [51]. Sie zeigten, dass eine Kombination von Interferon-a mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure
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6 Diskussion

die Proliferation dieser Tumorzelllinien starker beeinflusste, als eine Inkubation mit einer der bei-
den Substanzen alleine. Uber die Proliferationsinhibition von Tumorzelllinien durch Oxamséure
sind in vitro keine Untersuchungen bekannt.

Bonnet et al. zeigten in vivo im Rattenmodell, dass das Tumorwachstum durch pharmako-
logische Inhibition der Glykolyse mit Dichloracetat inhibierbar ist [9]. Ratten, die Tumorzellen
subkutan injiziert bekamen, wurde (iber mehrere Wochen Dichloracetat oral iiber das Trinkwasser
verabreicht. Diese Tiere entwickelten wesentlich kleinere Tumore als Kontrollen, die Wasser ohne
Dichloracetat tranken. Die Auswirkung einer supprimierten LDHA-Expression konnten Xie et al.
auch an Nierenkarzinomzellen in einem murinen Xenotransplantationsmodell zeigen [126]. Diese
Tumorzellen tiberexprimieren die LDHA aufgrund einer Mutation im Fumarathydrase-Gen, dessen
Genprodukt, wie VHL, eine Stabilisation von HIF-1a bewirkt. Hier fiihrte eine Inhibition der LDHA
per shRNA zu einer Wachstumsinhibition der Tumorzellen in Zellkultur sowie in der Maus. Dass
eine Reduktion der LDHA-Expression auch durch ,,small-molecule“-Inhibitoren méglich ist, bewie-
sen Le et al. [69]. Sie verwendeten 3-Dihydroxy-6-Methyl-7-(Phenylmethyl)-4-Propylnaphthalen-
1-Carboxylsdure (FX11). Ein Inhibitor, der selektiv die LDHA, nicht aber die LDHB blockiert, und
dariiber hinaus eine Umstellung des Energiestoffwechsels auf oxidative Phosphorylierung fordert.

Einen additiven Effekt von Glykolyseinhibitoren mit anderen Medikamenten konnten wir zudem
bei akuten lymphoblastischen Leukdmiezelllinien feststellen. Diese wurden mit 2-Deoxy-D-Glukose
und Dexamethason, einem Glukokortikoid und Medikament gegen Leukamien [49], inkubiert. Da-
bei zeigte sich bereits nach 3 Stunden eine Herrunterregulation des Glukosetransporters GLUT1
um 50%. Kontrollen, die nur mit Dexamethason behandelt wurden, zeigten dabei nur eine sehr
geringe Reduktion der mRNA-Expression.

Diese bisherigen Studien analysierten nur die Auswirkungen der inhibierten Glykolyse auf das
Tumorwachstum, jedoch nicht die Auswirkungen einer verringerten Laktatsekretion auf die Im-
muninfiltration des Tumors.

Um die Effekte von Laktat auf Immunzellen in vivo zu untersuchen hielten wir eine Modulation
der Laktatsekretion auf genetischer Ebene fiir sinnvoller, weil bei in vivo-Versuchen mit Medika-
menten ein direkter Effekt auf die Immunzellen oder andere Stromazellen nicht ausgeschlossen
werden kann. Dagegen erlaubt die genetische Hemmung eine selektive Suppression der LDHA in
Tumorzellen.

Im Rahmen der Arbeit wurde ein shRNA-Konstrukt verwendet, mit dem die Zelllinien per Lipo-
fektion stabil transfiziert wurden. Zusatzlich wurden die Zelllinien mit einem Leervektor transfiziert,

der eine sog. ,scrambled“-shRNA Sequenz enthielt, um einen Einfluss des Vektors auf unser Sys-
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tem zu kontrollieren. Eine Herunterregulation der LDHA wurde bereits mit anderen Technologien
durchgefithrt. Chen et al. erreichten dies zum ersten Mal in Antikorper-produzierenden Hybridom-
zelllinien [16]. Eine teilweise Zerstérung des LDHA-Gens durch homologe Rekombination fiihrte
hier zur gewilinschten Reduktion der Laktatsekretion um 50%. Dazu konnten Jeong et al. eine
Reduktion der LDH-Aktivitat per antisense-RNA in CHO-Zelllinien (Chinese hamster ovary) um
etwa 30% erreichen. In dieser Zelllinie konnten auch Kim et al. mit einem siRNA-Expressionsvektor
die Laktatsekretion um bis zu 55% reduzieren [57].

Die von uns verwendete Technologie zeigt eine hohe und dauerhafte Suppression der LDHA
in verschiedenen Klonen der transfizierten Zelllinie B16.SIY E12 auf mRNA- und Proteinebene.
Einige Klone zeigten eine Suppression der LDHA von bis zu 90%. Zusatzlich bestimmten wir in
den korrespondierenden Uberstinden die Laktatsekretion. Auch hier war in einigen Klonen die
Laktatsekretion um bis zu 70% reduziert, was die Effektivitat des Systems bestatigt. Negativkon-
trollen, mit dem Leervektor transfiziert, verhielten sich wie die untransfizierten Zelllinien, was eine
Beeinflussung der Laktatsekretion durch den Vektor ausschlieBt.

Da die LDH-Isoenzyme sehr homologe Sequenzen aufweisen, analysierten wir zusatzlich die
Expression der LDHB. Da LDHB die Riickreaktion von aufgenommenem Laktat zu Pyruvat kata-
lysiert, kdnnte dies weitere Ergebnisse beeinflussen. Die Ergebnisse zeigten keine Regulation weder
auf mRNA- noch auf Proteinebene, was eine Beeinflussung der LDHB durch die shRNA-Sequenz
ausschlieBt.

Im Gegensatz zu den transfizierten B16.SIY E12 war bei Mellm die Reduktion der Laktatsekre-
tion iiber langere Zeit nicht stabil. Wir beobachteten eine zunehmende Verringerung der Laktatse-
kretionsunterschiede zwischen Klonen und Kontrollen mit zunehmenden Passagen. Grund hierfiir
konnte eine Heterogenitat in Stoffwechsel und Proteinproduktion der Zellen sein, die sich mit der
Zeit entwickelt, da einzelne Zellen der Suppression der LDHA ,,entkommen* kdnnten. Dies kénnte
z.B. durch Abschalten des shRNA-Expressionsvektors infolge einer Methylierung des Promotors
eintreten.

Unsere weiteren Analysen wurden daher mit den stabilen B16.SIY E12-Klonen durchgefiihrt. Von
den transfizierten B16.SIY E12 subklonierten wir fiir die in vivo Versuche in der Maus geeignete
Klone, die, verglichen mit Negativkontrollen und der untransfizierten Zelllinie, bei relativ gleicher

Prolilferation moglichst groBe Unterschiede in der Laktatsekretion zeigten.
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6.3 Verhalten genetisch veranderter B16.S1Y E12-Klone in vivo

Um die immunsuppressiven Eigenschaften von Laktat in vivo zu untersuchen, injizierten wir einen
B16.SIY E12-Subklon mit verminderter Laktatsekretion und einen stark Laktat sezernierenden
Kontrollsubklon subkutan in immunkompetente C57/BL6- sowie in immundefiziente Ragl”/--
Mause, denen reife B- und T-Zellen fehlen. Vorgehende Tests hatten gezeigt, dass der wenig
Laktat sezernierende Subklon #2I/c und die normale Laktatmengen sezernierende Negativkontrol-
le n.k. #a/c im Vergleich zur untransfizierten B16.SIY E12-Zelllinie in vitro gleich proliferierten.
Der Wachstumsverlauf der Tumore wurde in vivo (iber zwei bis drei Wochen beobachtet.

Um eine minimale Zellzahl zu finden, bei der das Immunsystem das Anwachsen des Tumors
verhindern kann, injizierten wir den Subklon #2l/c und die Kontrolle n.k. #a/c in verschiedenen
Zellzahlen von 1x10* bis 1x10° in die immunkompetenten C57/BL6 Mause. Wie aus Tab.
ersichtlich ist, wuchsen bei einer injizierten Zellzahl von 1x10° sowoh!| der weniger Laktat produ-
zierende Subklon als auch die Kontrollsubklone in allen Mausen an. Wahrend bei einer Zellzahl
von 1x10° die Kontrollsubklone noch in allen Mausen anwuchsen, konnten wir beim Subklon
#2l/c nur in einer von vier Mausen Tumorwachstum erkennen. Im Gegensatz dazu zeigte die
Injektion von 1x10° Zellen dieser beiden Zelllinien keine Wachstumsunterschiede in den immunde-
fizienten Ragl™/~-Mausen. Noch deutlicher spiegelte sich dieses Wachstumsverhalten bei Injektion
von 1x10* Zellen in C57/BL6 wieder. Hier wuchs n.k. #a/c noch in drei von fiinf Miusen an,
wahrend #2l/c in keiner von vier Mausen anwuchs. Besonders die Injektion niedriger Zellzahlen
physiologisch gesehen fiir die in vivo-Situation eine groBere Relevanz, da Tumore langsam und
oft iiber eine langere Zeit hinweg entstehen. Dass diese Tumorzellen nicht anwachsen, deutet
darauf hin, dass das Immunsystem Tumore, die nur geringe Mengen an Laktat produzieren, kon-
trollieren kann. Dafiir spricht auch, dass in der immundefizienten Maus beide Tumorzellsubklone
vergleichbar wachsen, denn hier fehlen Immunzellen fiir die Tumorwachstumskontrolle.

Dies konnte ein Hinweis auf die immunmodulatorischen Eigenschaften von Laktat auf das Im-
munsystem der Maus sein. Die groBe Mengen an Laktat sezernierenden Subklone kénnten in
der immunkompetenten C57/BL6-Maus groBe Laktatmengen produzieren, wodurch inhibitorische
Effekte auf die T-Zellen das Tumorwachstum begiinstigen [36].

Erhohte Spiegel an Laktat und LDHA im Tumor wurden von Walenta et al. [120] und Kou-
kourakis et al. [60, (61} [64] mehrfach beschrieben und korrelieren mit schlechter Prognose. Dies
konnte im Hinblick auf unsere Ergebnisse darauf hindeuten, dass durch hohe Laktatmengen lokal
eine Immunsuppression induziert wird. Erganzend deuten unsere Analysen darauf hin, dass die

Ursache fiir die schlechte Prognose hoch LDHA exprimierender Tumore in einer Beeinflussung der
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Immuninfiltration bzw. der Aktivierung von Immunzellen begriindet sein kénnte. Weiterfiihrende
immunhistochemische und durchflusszytometrische Analysen kénnten zur Klarung dieser Frage-
stellungen beitragen und bei der Entwicklung von Therapien, die auf den Glukosemetabolismus

abzielen, helfen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Dysregulationen in Stoffwechselwegen, wie z.B. dem Glukosemetabolismus, die eine Anreiche-
rung von Metaboliten wie Laktat im Tumormilieu verursachen, sind typisch fiir Tumore. Unsere
Arbeitsgruppe konnte mehrfach zeigen, dass Laktat die Reifung und Funktion von Immunzellen
moduliert. Erstes Ziel dieser Arbeit war es, ein metabolisches Profil dysregulierter Stoffwechselwege
in Tumorzelllinien im Vergleich zu Normalzellen auf genetischer Ebene zu erstellen. Dazu sollten
die entsprechenden Metaboliten in Zellkulturliiberstdnden nachgewiesen werden. Hierzu wurden
mehrere Tumorzelllinien unterschiedlicher Herkunft mit RT-qPCR auf die mRNA-Expression ent-
sprechender Gene untersucht. Es zeigte sich, dass Tumorzelllinien keine starken Veranderungen im
Lipidstoffwechsel (COX1 und COX2) gegeniiber Immunzellen zeigten. Interessanterweise war aber
COX2 insbesondere in primaren Monozyten stark exprimiert. Da COX2 laut Literatur im Tumor
haufig Gberexprimiert ist, konnte dies darauf hindeuten, dass nicht Tumorzellen selbst, sondern
infiltrierende Immunzellen fiir die Uberexpression mitverantwortlich sind. Ahnliches zeigte sich bei
Expression wichtiger Enzyme des Aminoséurestoffwechsels, der IDO1, der iNOS sowie der ARG2.
Weiterhin wurden verschiedene Enzyme, des Glukosestoffwechsels analysiert. Hier waren LDHA
sowie GLUT1 verstarkt in den Tumorzelllinien exprimiert. Zudem fanden wir eine gegeniiber Nor-
malzellen gesteigerte Laktatsekretion von Tumorzellen. Dem gegeniibergestellt wurden mit Hilfe
der PreSens-Technologie Sauerstoffverbrauch und pH-Anderungen des Kulturmediums im Zeitver-
lauf bestimmt und wir fanden, dass die analysierten Tumorzellen eine deutliche Atmungsaktivitat
aufwiesen. Auch auf mRNA-Ebene konnte die Expression der PDH sowie der MDH eine mit-
ochondriale Aktivitat der untersuchten Tumorzelllinien bestétigen. Dies deutet darauf hin, dass in
Tumoren eine hohe Glykolyserate nicht unbedingt mit einer niedrigen Respiration korreliert ist.
Da Tumorzelllinien nur ein Modellsystem fiir primare Tumore darstellen, wurde im Anschluss
daran das metabolische Profil verschiedener primarer Tumore analysiert. Hierbei wurden Biopsien
unterschiedlicher Tumortypen verwendet und mit dem entsprechenden Normalgewebe derselben
Patienten verglichen. Im Fall des Nierenzellkarzinoms bestatigten sich die Zellkulturanalysen und

wir konnten zeigen, dass LDHA, GLUT1 und MCT1 im Tumorgewebe auf mRNA- und Protei-
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nebene liberexprimiert ist. Hier konnten wir auch eine Korrelation zwischen einer hohen GLUT1-
Expression und einer schwachen Infiltration von CD8" T-Zellen nachweisen [108]. LDHB war
dagegen im Tumorgewebe erniedrigt. Im Urothel- und hepatozellularen Karzinom waren GLUT1
und LDHA tendenziell erhéht. Dies deutet darauf hin, dass der Warburg-Phanotyp nur bei be-
stimmten Tumoren stark ausgepragt ist. Auch die IDO1 war im Nierenzellkarzinom tberexprimiert,
nicht aber COX1/2 sowie ARG1 oder iNOS.

Die Abhangigkeit des Tumorwachstums von einer gesteigerten Glykolyse wurde anschlieBend
in vitro untersucht. In Mellm und B16.SIY E12 wurde die Glykolyse und die Expression der LDHA
sowohl pharmakologisch als auch genetisch supprimiert. Es zeigte sich, dass die pharmakologische
Suppression der Glykolyse mittels 2-DG deutlich das Tumorwachstum in vitro inhibiert. Hierzu
wurde der synergistische Effekt von 2-DG mit Dexamethason untersucht [32]. Zusatzlich wurde
die Expression der LDHA mittels shRNA-Konstrukt in Mellm und B16.SIY E12 stabil herunterre-
guliert. Dies hatte in vitro keinen Effekt auf das Tumorwachstum. Im Vergleich dazu wurden die-
selben Zelllinien in immundefiziente Ragl/"-Miuse injiziert und deren Wachstumsverhalten in vivo
untersucht. In den Ragl”/~-Mausen zeigen die LDHA-herunterregulierenden Klone keine nennens-
werten Wachstumsdifferenzen im Vergleich zu den Kontrollen, wie auch schon in vitro beobachtet.
Die genetisch veranderten murinen Zelllinien wurden auch in immunkompetente C57/BL6-Mause
mit verschiedenen Zelldichten injiziert. Dabei konnte bei allen Zelldichten beobachtet werden,
dass die Kontrollzellen wesentlich groBere Tumore bildeten als die LDHA-herunterregulierenden
Tumorzellen. Zudem war die Tumoranwachsrate in niedrigen Zelldichten bei den wenig Laktat
sezernierenden Klonen im Vergleich zu den Kontrollen deutlich geringer als in hohen Zelldichten.
Dies konnte bedeuten, dass die verringerte Laktatsekretion starke Auswirkungen auf T-Zellen hat
und somit das Tumorwachstum in der immunkompetenten Maus kontrolliert.

Diese Experimente in immunkompetenten und immundefizienten Mausen deuten auf einen im-
munsuppressiven Effekt des Laktats in vivo hin. Verdnderungen im Stoffwechsel von Tumoren
werden momentan hauptséichlich diagnostisch genutzt, bieten aber in Zukunft interessante An-
satze zur Therapieentwicklung. Besonders der Glukosemetabolismus stellt hier ein interessantes
Ziel fur die Entwicklung von Kombinationstherapien, zusammen mit Strahlen-, Chemo-, oder

Vaccinierungstherapien, dar.
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8 Summary and conclusions

Dysregulated metabolic pathways are typical for tumors. Especially the glucose metabolism is
altered in many tumor entities, a finding that was described many years ago by Otto Warburg.
The accelerated glycolysis leads to an accumulation of lactate in the tumor environment which
is associated with a bad prognosis. This may in part be due to the fact that lactate modulates
the maturation and activation of immune cells, which could be shown by our group. One aim of
this investigation was to analyze dysregulated metabolic pathways in tumor cell lines and primary
tumors compared to normal cells. In addition, corresponding metabolites should be determined in
cell culture supernatants.

Several tumor cell lines of different origins were analyzed by RT-qPCR. Regarding the lipid
metabolism, we analyzed COX1 and COX2. The results did not show any significant differences
between tumor cells and untransformed cells. Especially COX2 was highly expressed not only
in tumor cells but also in primary human monocytes. This might indicate that not only the
tumor cells themselves, but also infiltrating immune cells are responsible for the overexpression of
COX2 in tumors. Furthermore, we found that important enzymes of the amino acid metabolism
like IDO1, iNOS as well as ARG2 were also strongly expressed in immune cells. The strongest
differences in gene expression were detected in genes related to the glucose metabolism. LDHA
and GLUT1 mRNA-expression were significantly upregulated in tumor cell lines and an increased
lactate secretion of the tumor cell lines compared to normal cells was determined. High rates of
glycolysis were not linked to low oxygen consumption as most of the analyzed tumor cell lines
clearly consumed oxygen. The high expression of the PDH and the MDH on mRNA-level confirmed
the mitochondrial activity of the analyzed tumor cell lines. This indicates that a high glycolysis
rate does not always correlate with a low respiration in tumors. Because tumor cell lines present
only a model system for primary tumors, the metabolic profile of different primary tumors was
analyzed next. Tumor biopsies of different origins were used and compared with the corresponding
normal tissue of the same patient. Analyses of renal cell carcinoma (RCC) biopsies confirmed our

cell culture data as LDHA, GLUT1 and MCT1 were overexpressed on mRNA- and protein-level
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in the tumor tissue. In contrast, LDHB was lower expressed in the tumor tissue. In addition, we
could show that high GLUT1 expression correlated with a low infiltration of CD8" T-cells in RCC
biopsies. Beside a high expression of genes involved in glycolysis, IDO1 was also overexpressed in
the RCC biopsies compared to normal renal tissue. No differences were found regarding COX1/2
and ARG1/iNOS expression.

We also analyzed some urothelial carcinoma and hepatocellular carcinoma biopsies and found a
trend for a higher GLUT1 expression in hepatocellular carcinoma and increased LDHA expression
in urothelial carcinoma. This indicates that the Warburg-phenotype is less pronounced in certain
tumors.

Next we analyzed the impact of pharmacologic as well as genetic inhibition of glycolysis on
tumor growth in vitro and in vivo. Pharmacologic suppression of glycolysis by 2-DG and other
inhibitors severely inhibited tumor cell proliferation in vitro and we could demonstrate a synergistic
effect of dexamethasone and 2-DG. LDHA was also downregulated by means of shRNA technology
in the human melanoma cell line Mellm and in the murine melanoma cell line B16.SIY E12. The
downregulation of LDHA led to a decrease in lactate secretion but had no significant effect on tu-
mor growth in vitro. In immunodeficient Ragl™/~-mice, lacking B-lymphocytes and T-lymphocytes,
LDHA low expressing clones did also show no differences in tumor growth. However, injection into
immunocompetent C57/BL6-mice resulted in an impaired growth of LDHA low expressing tumor
cells. In addition, tumor take of these clones was lower compared to the control clones. This indi-
cates that the tumor metabolism/lactate secretion influences the activity of T-cells and thereby
controls tumor growth in the immunocompetent mouse.

Up to now, alterations in the tumor metabolism are primarily used for diagnostic purposes.
In the future these differences may offer interesting possibilities for the development of thera-
pies. Especially the glucose metabolism is an interesting target for tumor therapy together with

radiation, chemo- or immunotherapies.
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10 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Beschreibung

2-DG 2-Deoxy-D-Glukose

AA Acrylamid

Abb. Abbildung

ABL engl. Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog
APS Ammoniumpersulfat

ARG Arginase

ATP Adenosintriphosphat

BCR engl. breakpoint cluster region

BLAST engl. Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

BRAF engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumine)
Bq Becquerel

CD engl. cluster of differentiation

cDNA engl. copy-DNA

Ci Curie

CINN a-Cyano-4-Hydroxycinnamat

C-JUN engl. v-jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog
CO» Kohlenstoffdioxid

COX Cyclooxygenase

DEPC Diethylpyrocarbonat

DEX Dexamethason

DMEM engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure (engl. desoxyribonucleinacid)
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Abkiirzung Beschreibung

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest (engl. enzyme linked immuno-
sorbent assay)

ERK engl. extracellular-signal regulated

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated-cell-sorting)

FCS fotales Kalberserum (engl. fetal calve serum)

FDG-PET F_Fluoro-2-Deoxy-D-Glukose-Positronen-Emissions- Tomographie

FITC Fluoreszeinisothiozyanat

FOS engl. FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

FX11 3-Dihydroxy-6-Methyl-7-(Phenylmethyl)-4-Propylnaphthalen-1-
Carboxylsaure

GFP griines fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein)

GLUT1 Glukosetransporter

3H Tritium

H,O Woasser

HCC hepatozellulares Karzinom

HCI Salzsdure

HIF Hypoxie-induzierbarer Faktor (engl. hypoxia-inducible factor)

HK Hexokinase

HRP Meerettich-Peroxidase (engl. horseradish peroxidase)

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

iNOS induzierbare NO-Synthase

kD Kilodalton

KRAS engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LB Luria Bertani

LDH Laktatdehydrogenase

LPS Lipopolysacharid
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Abkiirzung Beschreibung

M Molar

MAP engl. mitogen-activated protein

MCT Monocarboxylattransporter

MDH Malatdehydrogenase

ml Milliliter

M-MLV engl. Moloney Murine Leukemia Virus

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure

mRNA engl. messenger-RNA

mTOR engl. mammalian target of rapamycin

NaCl Natriumchlorid

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NaOH Natriumhydroxid

n.k. Negativkontrolle

0, Sauerstoff

oD optische Dichte

OxAc Oxamsaure (engl. oxamic acid)

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (engl. phosphate buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase-chain-reaction)
PDH Pyruvatdehydrogenase

PI3K/AKT Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B

PPP Penthosephosphatweg

PVDF Polyvinylidenfluorid

RCC Nierenzellkarzinom (engl. renal cell carcinoma)
RNA Ribonukleinsaure

ROS reaktive Sauerstoffspezies

RPMI engl. Roswell Park Memorial Institut

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
RT-PCR reverse- Transkriptase-PCR

RT-gPCR quantitative PCR in Echtzeit (engl. realtime-quantitative PCR)
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Abkiirzung Beschreibung

SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodiumdodecylsulfate)

siRNA engl. small interfering RNA

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetate/EDTA

TBS Tris gepufferte Kochsalzlésung (engl. tris buffered saline)

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N'-Tetramethylethan-1,2-diamin

TFG transformierender Wachstumsfaktor (engl. transforming growth factor)
Tm Schmelztemperatur

TMA engl. Tissuemicroarray

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TOOS N-Ethyl-N-(2hydroxy-3-sulfopropyl)m-toluidin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

uv Ultraviolett

VEGF vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (engl. vascular endothelial

growth factor)

Tabelle 10.1: Abkiirzungen
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