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2.Einleitung

Tumorzellen
Tumorzellen zeigen in ihrem Stoffwechsel einige Besonderheiten:

Schon 1924 konnte Otto Warburg zeigen, dass Tumorzellen bevorzugt die
anaerobe Glykolyse zur Energiegewinnung nutzen, im Gegensatz zu normalen
Zellen, die die oxidative Phosphorylierung vorziehen (Warburg 1924). So
beziehen Tumorzellen etwa die Halfte ihrer ATP-Produktion aus der anaeroben
Glykolyse, wahrend normale Zellen nur etwa 10 % ihres ATPs durch anaerobe
Glykolyse gewinnen (Warburg 1956). Das bringt Tumorzellen den Vorteil eines
anaeroben Stoffwechsels, der ihnen Wachstum auch ohne optimale

Sauerstoffversorgung ermoglicht.

Warburg stellte die Hypothese auf, dass der glykolytische Phanotyp bei
Tumorzellen durch einen Defekt der Mitochondrien zustande kommt (Warburg
1956). Spater konnte allerdings nachgewiesen werden, dass auch Tumorzellen
funktionierende Mitochondrien besitzen (Pedersen 1978). Andererseits konnen
auch Nicht-Tumorzellen Glukose vorwiegend anaerob verstoffwechseln (Brand
und Hermfisse 1997).

Da viele Tumorzellen eine erhéhte Glukoseverstoffwechslung und einen
anaeroben glykolytischen Phanotyp aufweisen (Michelakis et al. 2008), wurde
postuliert, dass diese Eigenschaft den Tumorzellen einen evolutionaren Vorteil
bringen wirde und sie deshalb eine unbedingte Voraussetzung fir den
malignen Phanotyp darstellt (Gatenby und Gillies 2004). Insbesondere, da
Tumorzellen auch unter Normoxie die anaerobe Glykolyse bevorzugen, gehen
(Gatenby und Gillies 2004) davon aus, dass sie den Tumorzellen einen
deutlichen Proliferationsvorteil bringt. Ein Verzicht auf die oxidative
Phosphorylierung ermgglicht ndmlich auch die Reduktion schéadlicher
Nebenprodukte wie beispielsweise der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder
den Ausstrom von H* lonen aus den Mitochondrien (Sutendra et al. 2013),

wodurch die Tumorzellen méglicherweise vor Apoptose geschiitzt werden



(Bonnet et al. 2007). Neben dem vermuteten Schutz vor der Apoptose fuhrt die
anaerobe Glykolyse der Tumorzellen zur vermehrten Milchs&aureproduktion und
Ansauerung des Extrazellularraumes (Gatenby und Gillies 2004). Durch diese
Azidifizierung wird der Verdau der extrazellularen Matrix erleichtert und somit
die Tumorzellmobilitat und -metastasierung geférdert (Bonnet et al. 2007)
(Walenta et al. 2000).

Der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF-1a) kann in Tumorzellen auch unter
Normoxie erhdht exprimiert werden. HIF-1a hemmt die Mitochondrienfunktion
(Duan et al. 2013) und somit den Sauerstoffverbrauch (Chen et a. 2009; Kim et
al. 2006) der Tumorzelle. Gleichzeitig steigert es den Glukoseumsatz (Semenza
2002) der Tumorzelle. Dementsprechend sind Tumorzellen perfekt
vorangepasst an ein hypoxisches Milieu. Hypoxie tritt in soliden Tumoren ab
einer bestimmten Grol3e, aufgrund insuffizienter Vaskularisierung, haufig auf.
Tumorzellen sind, dank dieser Anpassungen, auch unter Hypoxie in der Lage

zu proliferieren.

Tumorzellen unter Hypoxie sind zugleich auch resistenter gegen Chemo- und
Strahlentherapie (Aebersold et al. 2001), da die Minderperfusion der
Tumorzellen ein effizientes Anfluten der Chemotherapeutika verhindert. Auch
kann es unter hypoxischen Bedingungen zu einer Selektion von maligneren und
aggressiveren Tumorzellen mit erhdhter intrinsischer Chemotherapie- oder/ und
Strahlenresistenz kommen. Zusatzlich ist die Strahlentherapie in Hypoxie um
etwa den Faktor 2-3 ineffizienter, bezogen auf die Induktion von DNS-
Doppelstrangbrichen (Huber et al., 2013).

Dichloracetat

Konnten durch Pharmaka die Tumorzellen gezwungen werden Glukose oxidativ
zu verstoffwechseln, ware - zumindest theoretisch - die Hypoxieanpassung, und
somit die oben erwéhnten Uberlebensvorteile der Tumorzellen, geschwécht.
Sehr vielversprechend ist bei diesem Ansatz ein Medikament namens

Dichloracetat (DCA). Es ist ein oral oder intravends applizierbares Medikament



mit einer oralen Bioverfugbarkeit von fast 100 % (Duan et al. 2013). DCA
kommt natirlicherweise in niedrigen Dosen im Trinkwasser vor (4 ug/kg) und
wird schon seit mehreren Jahrzehnten zur Therapie der Laktatazidose
(Stacpoole et al. 1998) mit nur geringen Nebenwirkungen (wie z.B. peripherer
Neuropathie) in Dosen von 50 mg/kg/KG (Michelakis et al. 2010) eingesetzt.
Auch zur Therapie bei kardialer Ischamie und Herzinsuffizienz wird es benutzt
(Bersin und Stacpoole 1997).

In praklinischen und klinischen Studien im Rahmen onkologischer
Fragestellungen konnte keine Normalgewebetoxizitat fir DCA festgestellt
werden (Bonnet et al. 2007; Liu et al. 2013). DCA uberwindet zudem die Blut-
Hirn-Schranke (Sutendra et al. 2013).

DCA hemmt die Pyruvatdehydrogenasekinase (PDK), wodurch die Aktivitat der
Pyruvatdehydrogenase (PDH) gesteigert wird. Dadurch wird vermehrt Pyruvat
zu Acetyl-CoA oxidiert (Stacpoole 1989; Bonnet 2007). Acetyl-CoA wird dann
uber den Citratzyklus und die Atmungskette weiter verstoffwechselt. So kann
DCA den Stoffwechsel einer Zelle von anaerober Glykolyse zur oxidativen
Phosphorylierung umschalten. In Tumorzellen kénnte dieses Umschalten zur
vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Stockwin et al.
2010; Shen et al. 2013), zur verminderten extrazellularen Azidifizierung (Bonnet
2007) (Shen et al. 2013) und damit verbundener geringerer Metastasierung
(Gatenby und Gillies 2004) (Walenta et al. 2000) sowie erleichterter
Apoptoseinduktion fihren (Bonnet 2007) (siehe oben).

Uber die Wirksamkeit von DCA in hypoxischen Tumorzellen gibt es nur wenige
Studien. Aus diesen geht hervor, dass DCA die HIF-1a-Expression und somit
die Stressantwort der Tumorzellen auf Hypoxie senken kann (Sun et al. 2011,
Sutendra et al. 2013). Da DCA die anaerobe Glykolyse hemmt, ist davon
auszugehen, dass DCA auch Uber Verminderung der ATP-Produktion
hypoxische Zellen schadigen kann. Inwieweit DCA tatsachlich Tumorzellen,
uber die oben beschriebene erzwungene metabolische Umstellung, gegentuber

Hypoxie sensitivieren kann, will diese experimentelle Arbeit untersuchen.



Fragestellung

Tumorhypoxie stellt ein grofRes Problem in der Antikrebstherapie dar. Derzeit
befinden sich vier verschiedene hypoxische “Therapie-Sensitizer®, also
Chemotherapeutika, die spezifisch die problematischen hypoxischen Areale
schwachen, in klinischer Anwendung: Chinon-Antibiotika wie Metamycin C,
Apaziquon (E09) und Porfiromycin; Nitroimidazole (Metronidazol und
Misonidazol) und aliphatische und heteroaromatische N-Oxide wie Tirapazamin
(TPZ). Sie alle werden durch intrazellulare Reduktasen aktiviert. In aktivierter
Form kénnen sie zur Alkylierung der DNS und somit zur Apoptose der
Tumorzelle fuhren (Aigner et al. 2013). Daneben gibt es Substanzen, die direkt
an den Mitochondrien angreifen (Oligomycin, Rotenon oder Rhodamin 123)
(Grover et al. 2008; Di Monte 2003; Johnson et al. 1981), in den
Pentosephosphatweg eingreifen (Oxythiamin) (Pelicano et al. 2006) oder, wie
DCA, spezifische Enzyme der Glykolyse hemmen (2- Deoxyglukose oder 3-
Bromopyruvat) (Dwarakanath und Jain 2009; Robey et al. 2007).

DCA koénnte insbesondere Tumorzellen schadigen, die auf anaerobe Glykolyse
angewiesen sind. Entweder, weil sie auch unter Normoxie einen hohen
Warburg-Effekt zeigen, oder, weil sie aufgrund von Hypoxie zur anaeroben

Glykolyse gezwungen sind.

Diese Studie soll konkret folgende Fragen an zwei unterschiedlichen
Tumorlinien mit beschriebenem starkem (HCT116- Kolonkarzinomzellen) bzw.
moderatem (MCF-7-Brustkrebszellen (Guppy et al. 2002)) Warburg-Effekt

beantworten:

1. Kann DCA in Abh&ngigkeit des Sauerstoffpartialdrucks den
Glukoseverbrauch und die Milchsaureproduktion der Tumorzellen modulieren?

2. Wirkt sich die diese Modulation auf den Energiehaushalt und die

Stressantwort der Tumorzellen unter Hypoxie aus?

3. Kann DCA den Zelltod der Tumorzellen unter Hypoxie erhéhen und ihr

klonogenes Uberleben erniedrigen?



3.Material und Methoden

3.1 Verwendete Zellen

Fur samtliche Versuche wurden adharent wachsende HCT116 Wildtyp-
(humane kolorektale Karzinomzellen) und MCF-7 Wildtyp-Zellen (humane
Adenokarzinomzellen der Brust) verwendet. Die HCT116-Tumorzellen stammen
aus der Leibniz-Institut DSMZ GmbH Braunschweig und die MCF-7-

Tumorzellen sind uns von Prof. Peter Daniel aus Berlin tiberlassen worden.

3.2 Zellkulturen

Als Medium diente fir die HCT116-Zellen McCoy's 5A Medium mit einem
Zusatz von 10%igem fotalem Kalberserum (FCS) und 1%iger L-
Glutaminbeimengung, fur die MCF-7-Zellen RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS-
Zusatz (Tabelle 1 im Anhang).

Die Zellen wurden mit 25 ml des entsprechenden Mediums in grol3en
Zellkulturflaschen (175 cm?) unter wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei 37
°C und bei einer 5%igen Kohlendioxidkonzentration in Brutschréanken inkubiert.
Alle 4-5 Tage erhielten die Zellen unter sterilen Bedingungen frisches Medium.
Zur Passagierung wurden die Zellen mit 10 ml phosphatgepufferter Salzldsung
(Phosphate-buffered Saline; PBS) gewaschen und mit 6 ml angewarmtem
Trypsin fur 10 bis 15 Minuten inkubiert. Das Trypsin I6st die adharenten Zellen
vom Boden der Zellkulturflasche und trennt ihre Zellkontakte, sodass sie einzeln
und abgerundet vorliegen. Die Reaktion wurde mit 4 °C kaltem Medium (14 ml)
abgestoppt. Durch den Proteinanteil im FCS des Mediums wird das Trypsin
inaktiviert und eine weitere Proteolyse verhindert. AnschlieRend wurde den
Zellkulturflaschen nach der Passagierung wieder 25 ml frisches Medium

zugesetzt.

Nach ca. 30-35 maligem Passagieren der Zelllinien wurde jeweils eine neue
Zelllinie aufgetaut, um madgliche Veranderungen der Zellen durch Selektion in

der jeweiligen Kultur zu vermeiden. Zum Auftauen wurden die Kryo-Rdhrchen



kurz im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut, bei 1300 Umdrehungen/min ftr 5
Minuten abzentrifugiert und dann das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium und
0,5 ml FCS in kleine (25 cm?) Zellkulturflaschen Gberfiihrt. Nach 2 Tagen

Inkubation im Brutschrank erfolgte der erste Mediumwechsel.

Bei samtlichen Versuchen mit den Zelllinien wurden diese am Vortag in der
entsprechenden Zelldichte ausgesat, konnten so am Boden des Kulturgefal3es
anwachsen und wurden am nachsten Tag entsprechend der

Versuchsbeschreibung behandelt.

3.3 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurden 100 ul der entsprechenden Zellsuspension mit
100 pl Trypanblaulésung (1:10 mit PBS verdiinnt, Tabelle 2 im Anhang)
vermischt und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Trypanblau farbt nur tote Zellen blau, da lebende Zellen es nicht aufnehmen. So
war es maglich nur die lebenden Zellen zu z&hlen und die entsprechende

Zellzahl zu bestimmen:

Zellzahl pro ml = Zellzahl/ Anzahl ausgezahlte Quadrate x Verdiinnung x 10*

3.4 Glukose- und Laktatmessung

Zur Messung wurden am vorherigen Tag Zellen beider Zelllinien, zu je 1,5 x 10°
Zellen pro mittelgrofRer Kulturflasche, mit 10 ml des entsprechenden Mediums
ausgesat, damit sie Uber Nacht anwachsen konnten. Am darauffolgenden Tag
wurde aus den insgesamt 14 mittelgrof3en Zellkulturflaschen pro Zelllinie das
Medium entfernt und die Zellen mit jeweils 5 ml PBS steril gespult, und die
Zellen mit 0 bis 30 mM Dichloracetat (0,1 Mol Stammldsung in Medium
verdunnt, Tabelle 3 im Anhang) in Medium Uberschichtet. Zwei
Zellkulturflaschen wurden mit der gleichen DCA-Konzentration behandelt und
eine davon uber Nacht in Hypoxie (Gas Pak Systeme: <0,7 % O nach 2,5
Stunden und >10 % CO;, nach 24 Stunden) gesetzt. Nach 24 Stunden wurde

10



dann pro Flasche 1 ml des Mediums in ein Eppendorf-Cup tberfiahrt und zur
Laktat- und Glukosemessung an die Klinische Chemie Gbergeben oder zur

spateren Messung bei -25 °C eingefroren.

3.5 Koloniebildungstest - Bestimmung der Uberlebensrate

Die Zellen wurden tber Nacht, wie unter "Laktat- und Glukosemessung’
erwahnt, vorbehandelt. Daraufhin wurde jede Zellkulturflasche mit 5 ml PBS
gewaschen und die Zellen mit 3 ml Trypsin abgeldst. Die Ablosereaktion wurde
dann mit 8 ml kaltem Medium gestoppt. Das Gemisch aus Zellen, Medium und
Trypsin wurde dann in 15 ml Falcon Tubes Uberfuhrt und daraus die Zellzahl
bestimmt. Je nach ausgezahlter Zellzahl wurde dementsprechend viel Medium-/
Trypsingemisch entnommen und mit reinem Medium vermischt, um eine 10 ml
Suspension von 10 000 Zellen/ml zu bekommen. Diese Suspension wurde
dann in 2 weiteren Verdiinnungsschritten auf eine Konzentration von 100
Zellen/ml verdiinnt. Nun wurden zu jeder der urspringlichen 14 Kulturflaschen 3
kleine Kulturflaschen zu 100 Zellen/Flasche, zu 200 Zellen/Flasche und (ab
DCA-Konzentrationen von 15 mM) zu 500 Zellen/Flasche ausgesat und mit 4 ml
Medium (bei 100 Zellen/Flasche) beziehungsweise 2 ml (bei den Flaschen mit
200 Zellen) aufgeflllt. Diese kleinen Zellkulturflaschen wurden dann fir 2-3
Wochen im Brutschrank inkubiert, bis mit bloRRem Auge sichtbare Kolonien

gewachsen waren.

3.5.1 Farbung

Nach dem Wachsen sichtbarer Kolonien wurde der Mediumuiberstand aus den
Kulturflaschen entfernt und verworfen und die Kolonien fir 10 min in 5 ml
3,7%iger Formaldehydlosung fixiert, die anschliel3end ebenfalls verworfen
wurde. Danach wurden die Zellen fir 10 min mit 5 ml 70%igem Ethanol fixiert,
anschlieBend mit Aqua destillata gespult, und mit 0,05%igem Coomassie

(Zusammensetzung siehe Tabelle 4 im Anhang) fir 20 min gefarbt . Danach
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wurden die Flaschen erneut mit Aqua destillata gespult und luftgetrocknet. Die
blau eingefarbten Kolonien waren nun gut sichtbar und konnten bei

entsprechender Beleuchtung ausgezahlt werden.

3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Hintergriinde zur Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer analysiert das emittierte Licht einzelner Zellen
(Partikel), die wahrend ihres Durchflusses durch eine Messkammer einzeln mit
Laserlicht angeregt werden (Van Dilla and Marvin A 1985). Analysiert werden
das Vorwatrtsstreulicht (FSC fur Forward scatter), als Mal3 der Partikelgroi3e,
das Seitwartsstreulicht (SSC fur Side scatter), als Mal3 der Partikel-Granularitat,
und Fluoreszenzemissionen. Letztere stammt von Fluorochromen, die als

spezifische Marker in die Zellen gebracht werden oder an den Zellen binden.

3.6.2 Durchflusszytometrische Messung der DNS Fragmentierung —

Nicoletti-Farbung

Hintergrund der Nicoletti-Farbung (Propidiumiodid-Farbunq)

3.6.2.1 Apoptosebestimmung

Bei der Nicoletti-Farbung wird die DNS durch Propidiumiodid angefarbt. Geht
die Zelle in die Apoptose, werden Endonukleasen aktiviert, die zu einer
Fragmentierung der DNS fiihren. Die Zellmembran wird bei der Nicoletti-
Farbung solubilisiert, sodass das Propidiumiodid direkten Zugang zur DNS des
Zellkerns bekommt und diese entsprechend anfarben kann. Die DNS-

fragmentierten Zellen erscheinen im Propidiumiodid-

12



Fluoreszenzintensitatshistogramm dann als Sub-G1-Population (siehe 3.6.2.1)

mit verminderter Fluoreszenz im Vergleich zu vitalen Zellen (Abbildung 1).

3.6.2.2 Zellzyklusbestimmung

Neben den Zellen mit fragmentierter DNS lassen sich die Propidiumiodid-
gefarbten Zellen in der G1- bzw. Go-Zellzyklusphase, sowie die Zellen in der G,-
Phase als distinkte Peaks im Propidiumiodid-Fluoreszenzintensitatshistogramm
darstellen. Zwischen diesen distinkten Peaks-Populationen residieren im
Histogramm die Zellen in der DNS-Synthese (S-)-Phase (Abbildung 1).
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Abbildung 1:Zellzyklusphasen in der Fluoreszenzmessung (sichtbar durch den
unterschiedlichen DNS-Gehalt der Zellen)
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3.6.2.3 Versuchsablauf der Nicoletti-Messung

Auf einer 6-Well Platte wurden pro Well 500.000 Zellen in 4 ml Medium
ausgesat und tber Nacht zum Anwachsen im Brutschrank gelagert. Nach 24 h
wurden das alte Medium abgesaugt, jedes Well mit 1 ml PBS gewaschen und
nach dem Absaugen des PBS mit der entsprechenden DCA-Konzentration (5
mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM) und/oder Hypoxie behandelt, sodass am
Ende von jeder DCA-Konzentration 1 Well mit und 1 Well ohne
Hypoxiebehandlung vorlagen. Die nicht mit DCA behandelten Zellen (mit und
ohne Hypoxiebehandlung) dienten als Kontrollen.

Nach 24 h in der entsprechenden DCA-Konzentration und in Hypoxie wurde
das alte Medium abgesaugt und jedes Well mit 1 ml PBS gewaschen. Nach
dem Absaugen des PBS wurden die Zellen jedes Wells mit 0,5 ml Trypsin
abgel6st. Die Reaktion des Trypsins wurde, nach ca. 10 min, mit 3 ml kaltem
Medium abgestoppt und das Gemisch aus Zellen, Medium und Trypsin in ein
Facs-Rohrchen tberfuhrt. Die Facs-Rohrchen wurden fir 5 min bei 1300
Umdrehungen/min zentrifugiert und im Anschluss daran der Uberstand aus
jedem Roéhrchen abgesaugt und verworfen. Die Zellpellets in den Facs-
R6hrchen wurden mit 500 pl Nicoletti-Puffer (Tabelle 5 im Anhang) vermischt
und far 60 min abgedunkelt bei Raumtemperatur gelagert. Die Facs-Messungen

wurden mit dem FACSCalibur (BD Bioscience) im FL2-Detektor analysiert.

3.6.3 Durchflusszytometrische Messung des mitochondriellen

Membranpotentials (TMRE-Messund)

3.6.3.1 Hintergrund der TMRE-Farbung

TMRE (Tetramethylrhodaminethylester) ist ein membranpermeabler,
kationischer Fluoreszenzfarbstoff, der sich in der Membran von Mitochondrien
mit intaktem Membranpotential (Aym) anreichert. Diese Ansammlung fuhrt zu

einem starken Fluoreszenzsignal. In Zellen mit depolarisiertem mitochondrialem

14



Membranpotential oder in Zellen mit inaktiven Mitochondrien wird der Farbstoff

nicht angereichert. Dadurch schwécht sich die Fluoreszenz des Farbstoffes ab.

Eine abnehmende TMRE-Fluoreszenz ist somit gleichbedeutend mit dem

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (Abbildung 2 und 3).
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Abbildung 2: TMRE-Fluoreszenzintensitatsverteilung
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Abbildung 3: Zunahme der TMRE-Fluoreszenz als Kennzeichen des

Zusammenbruchs des innermitochondrialem Membranpotentials bei Dichloracetat- und

Hypoxieanwendung

3.6.3.2 Versuchsablauf der TMRE-Messung

Vorbereitet wurden die Zellen ebenso wie bei der Nicolettifarbung. Der einzige
Unterschied lag darin, dass nur 200 pl TMRE-Puffer (Tabelle 6 im Anhang) zur
Farbung der Zellpellets verwendet wurden und dass ein zuséatzliches Pellet
unbehandelter Zellen mit 200 ul TMRE — Puffer versetzt wurde, der zuséatzlich
Carbonylcyanid m-Chlorophenylhydrazon (CCCP, 100 puM) enthielt. CCCP
depolarisiert das mitochondriale Membranpotential vollstdndig. Somit diente
diese Kontrollprobe als Vergleich und zur Quantifizierung der Messungen, bei
denen ein Membranpotential sichtbar war. Die Facs-Messungen wurden mit
dem FACSCalibur (BD Bioscience) im FL2-Detektor analysiert.
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3.6.4 Durchflusszytometrische Messung der Nekrose- und

Apoptoseinduktion (Annexin-V- und Propidiumiodid-Farbunqg)

3.6.4.1 Hintergrund der Annexin-V- und Propidiumiodidfarbung

Wahrend der Apoptose verliert die Zelle die Phospholipidasymmetrie der
Plasmamembran. Phosphatidylserin (PS), das normalerweise an der Innenseite
der Zellmembran gelegen ist, erscheint auf der Aul3enseite und wird von
Makrophagen als Fresssignal erkannt. Durch die Phagozytose apoptotischer
Zellen schitzt sich der Korper vor der Freisetzung entziindungsinduzierender

zytoplasmatischer Antigene, wie es bei Nekrosen der Fall wére.

Fluoreszenz-markiertes Annexin-V ist ein calciumabhangiges Protein, das PS
bindet und somit als Marker fir apoptotische Zellen geeignet ist. Allerdings
bindet Annexin-V auch in nekrotischen Zellen an PS, da auch diese Zellen ihre
Membranasymmetrie verloren haben und Annexin-V so in der Lage ist auch an
das PS zu binden. Zur Unterscheidung apoptotischer von nekrotischen Zellen
ist somit eine weitere Farbung nétig. Propidiumiodid (PI) farbt in nicht-
permeabilisierten Zellen die Zell-DNS nur, wenn durch Nekrose die
Zellmembran rupturiert wurde (Abbildung 4). Nekrotische Zellen lassen sich
daher mit Annexin-V und PI, apoptotische Zellen nur mit Annexin-V anfarben
(Tabelle 7 im Anhang).
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Abbildung 4: Dot-Plot. Die Annexin-V-Bindung (FL1-H) der einzelnen Zellen ist gegen
die Propidium-Fluoreszenzintensitat (FL3-H) aufgetragen.

3.6.4.2 Versuchsablauf der Annexin-V und Propidiumiodid-Farbung

Die Vorbereitung der Zellen entspricht der Vorbereitung der Nicoletti-
Messungen, mit der Ausnahme, dass 200 pl des Annexin-/Pl-Farbstoff (Tabelle
7 im Anhang ) zur Farbung benutzt wurden und der Farbstoff insgesamt 20 min
abgedunkelt und bei Raumtemperatur auf den Zellen verblieb, bevor die

durchflusszytometrischen Messungen im FL1-Detektor stattfanden.
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3.7 Western Blot

3.7.1 Aussaat der Zellen

In mittlere Zellkulturflaschen (75 cm?) wurden jeweils 2 Millionen Zellen
ausgesat und mit 10 ml Medium fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach
wurde das alte Medium verworfen, die Zellen pro Flasche mit 5 ml kaltem PBS
gewaschen und unter Hypoxie und/oder DCA in einer Konzentration von 15 mM
im Zellkulturmedium Uber 24 h behandelt (Tabelle 8 im Anhang). Danach
wurden die Lysate hergestellt.

3.7.2 Lysatherstellung

Nach der unter "Aussaat der Zellen” genannten Vorbehandlung, wurde das alte
Medium abgesaugt, verworfen und die Zellen in jeder Flasche mit 3 ml
eiskaltem PBS gewaschen. Das PBS wurde wieder abgesaugt und verworfen.
Daraufhin wurden die Zellen in jeder Flasche mit 500 pl Lysepuffer (Tabelle 9 im
Anhang ) bedeckt und mittels Zellschaber (Tabelle 15 im Anhang) griindlich vom
Flaschenboden abgeschabt. Das abgeschabte Puffer-/Zellgemisch wurde in
Eppendorf-Cups uberfihrt und fir 30 min auf Eis gelagert. Danach wurden die
Eppendorf-Cups bei 3 °C und einer Umdrehungszahl von 15 000 x g fir 15 min
zentrifugiert. Daraufhin wurden aus jedem Eppendorf-Cup 400 pl Uberstand in
einen neuen Eppendorf-Cup uberfihrt, der ebenfalls auf Eis gelagert wurde.

Das Sediment wurde verworfen.

3.7.3 Proteinbestimmung (nach Bradford)

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford bindet der Farbstoff Coomassie-Blau
(Bio-Rad 1:5 mit H,0O) an basische Proteinseitenketten (v.a. an Arginyl- und
Lysyl-Reste). Bei Bindung andert sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs
von 465 nm (ungebundene, protonierte Form) zu 595 nm (gebundene,
unprotonierte Form). Dies wird sichtbar in einer Farbanderung von Braunrot hin

zu einem kréftigen Blau. Da das Ausmal3 der Farbanderung abhangig ist von
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der Proteinkonzentration, ist es noétig eine Kalibrierung durch ein

Standardprotein (BSA -Bovine Serum Albumin (1 mg/ml)) vorzunehmen.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der auf Eis gelagerten Uberstande
wurden pro Well einer 96-Well-Platte jeweils 40 pl des Bio-Rad-Coomassie-
Blaus mit 160 pl H,O vermischt und 1 pl aus jedem Uberstand der, unter
“Lysatherstellung” erwahnten, Eppendorf-Cups dazugegeben. Zur Kontrolle des
Farbumschlags wurde eine Verdinnungsreihe mit BSA (bestehend aus O pl, 2
pl, 4 pl, 6 plund 8 pl einer 1 mg/ml BSA-LOsung), ebenfalls in 40 pl Coomassie-
Blau und 160 ul H,0O, als Standardkurve angelegt. Der Farbumschlag der
entstandenen Losung wurde bei 600 nm im Photometer gemessen. Das
Ausmal} des Farbumschlags entsprach der enthaltenen Proteinkonzentration in
den Proben. Anhand der Standardkurve konnte so die jeweilige

Proteinkonzentration der Einzelproben bestimmt werden.

Die Messungen wurden in Triplikaten durchgefuhrt und das arithmetische Mittel
der jeweiligen Farbumschlage gebildet. Entsprechend der gemessenen
Proteinmenge wurde zu jedem Uberstand in den Eppendorf-Cups die
entsprechende Menge Lysepuffer (ca. 100 — 600 pl) und 4x SB (Laemmli
Sample Buffer) + 1/10 Volumen 1 M DTT in H,O (ca. 100 — 300 ul) zugegeben
(Tabelle 10 im Anhang), sodass sich in jedem Zelllysat die gleiche Menge
Protein befand. Das DTT (Dithiothreitol) reduziert die Disulfidbriicken in den
Proteinen und zerstort so die Proteinfaltung. Danach wurden die Lysate in den
Cups fur 10 min bei 90 °C erhitzt um die Proteine zu linearisieren und sie so flr

die GroRenauftrennung mittels SDS-Page vorzubereiten.

3.7.4 SDS-Page

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteinen anhand ihrer

GrolRe aufgetrennt.

Es wurden 10%ige (fur HIF-1a-Bestimmung) und 14%ige (fur AMPK- und
phosphorylierte AMPK - Bestimmung) SDS-Polyacrylamidgele hergestellt. Vor
dem Vermischen der Gelkomponenten wurde die Apparatur zum Giel3en der

Gele, bestehend aus 2 Glasplatten und einem Abstandsstreifen (der den
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notigen Abstand fur die Gele zwischen den Platten gewdahrleistete),

zusammengebaut und mit Wasser auf ihre Abdichtung getestet.

Zuerst wurden alle Zutaten fir zwei Trenngele zusammengegeben (Tabellen 11
und 12 im Anhang). Diese Mischung wurde in die vorbereitete Gelkammer
pipettiert und zum Ausschluss von Luftsauerstoff mit Isopropanol tiberschichtet.
Nach Festigung des Trenngels (nach ca. 60 min) wurde das Isopropanol

abgegossen.

Dann wurden die Zutaten fur die Sammelgele (Tabellen 13 und 14 im Anhang)
zusammengemischt. Diese Mischung wurde dann oberhalb der gefestigten
Trenngele in die Gelkammern pipettiert. Zwischen die Gelkammer-Glasplatten
wurde ein Kamm (Tabelle 15 im Anhang) in die Sammelgelmischung eingeflugt
und bis zur Erhartung der Gele dort belassen. Wurden die erharteten Gele nicht
sofort verwendet, wurden sie mitsamt Glasplatten, Abstandstreifen und Kamm
in feuchte Papierticher und Frischhaltefolie eingewickelt und in dieser Form bis

zu zwei Wochen bei 4 °C gelagert.

3.7.5 Elektrophorese

Als Elektrophoresepuffer wurde, wie unter "Proteinbestimmung” erwéhnt, 4x SB
und DTT verwendet. Es wurden jeweils 30 pl des Lysats in eine Geltasche
pipettiert. Auf jedem Gel wurden 5 pl eines GrolRenmarkers mitgefihrt
(Prestained Protein Ladder, Page Ruler). Die angelegte Spannung betrug 60 V
(fir die Sammelgele) bzw. 160 V (fur die Trenngele) und die Dauer der
Elektrophorese ca. 100 min (fur das 10%ige Gel) und 140 min (fir 14%iges Gel
(Tabelle 16 im Anhang)). Die Elektrophorese wurde beendet, sobald der im
Probenpuffer enthaltene Farbstoff Bromphenolblau das Ende des Trenngels

erreicht hatte.
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3.7.6 Western Blot-Ablauf

Das Gel wurde in eine Haltungsvorrichtung fir die Blottkammer eingelegt,
bedeckt von einer 12 x 9 cm grof3en, zuvor mit 70%igem Ethanol benetzten,
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran. Zuerst wurde ein Schwamm (Tabelle 20
iIm Anhang) als aul3erste Schicht aufgelegt, auf den 3 Filterpapiere geschichtet
wurden (12 x 9 cm grol3). Auf die Filterpapiere wurden dann das Gel und die
Membran platziert. Dartiber folgten wiederum 3 Filterpapiere und ein Schwamm
als aulRerste Schicht. Die so beflllte Halterung wurde in eine, mit kaltem
Blottingpuffer (Tabelle 19 im Anhang) geflillte, Blotkammer eingehéngt. Das Gel
wurde zur Kathode und die Membran zur Anode ausgerichtet, damit die
negative geladenen Proteine vom Gel auf die Membran tbertragen wurden. In
der Blotkammer wurde die Spannung so eingestellt, dass 800 mA Strom flossen
(90 min / 4 °C). Im Anschluss wurde die PVDF-Membran mit den tbertragenen
Proteinen kurz in TBS-Tween (Tabelle 19 im Anhang) geschwenkt und dann mit
5 % Magermilchpulver/ TBS-Tween fir eine Stunde bei Raumtemperatur
gewaschen, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Daraufhin wurde
die Membran fir 3 x 10 min und 2 x 15 min in TBS-Tween gewaschen und tber
Nacht bei 4 °C mit dem ersten Antikorper, in entsprechender Verdinnung
(Tabelle 17 im Anhang), auf dem Schiittler inkubiert. Der zweite Antikorper
wurde nach erneutem Waschen in TBS-Tween fir eine Stunde, in der
entsprechenden Verdiinnung (Tabelle 17 im Anhang), bei Raumtemperatur auf
dem Schdattler inkubiert. Danach wurde die Membran erneut fur 3 x 10 min und
2 x 15 min in TBS-Tween gewaschen. Zur Detektion der Proteine wurde die
Membran nach dem Waschen fir eine Minute mit einer Peroxidase -
Substratldsung (Reagenz 1+2) behandelt und die Lumineszenz des Produktes
durch Belichten eines Films (Belichtungszeiten in Tabelle 18 im Anhang)
bestimmt. Zur Semi-Quantifizierung der Proteinabundanz wurden die Banden

eingescannt und die Pixel-Grauwerte der einzelnen Banden gemittelt.
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3.8 ATP- Bestimmung mittels Colorimetric Assay

3.8.1 Hintergrinde zur ATP-Bestimmung

Der verwendete ATP-Assay beruht auf der Bestimmung von ATP durch
colorimetrische Messungen, statt der bekannten Lumineszenzmessungen
mithilfe von Luziferasen. Bei dem colorimetrischen Assay wird die
Verstoffwechslung von Glycerin dazu genutzt ein Reaktionsprodukt zu

erzeugen, das ein Absorptionsmaximum bei 570 nm hat.

3.8.2 Versuchsablauf der ATP-Bestimmung

Die Zellen wurden, zu je 3 Millionen pro Well in 6-Well-Platten, mit ca. 4 ml des
entsprechenden Mediums ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Nach 24 h wurde das alte Medium verworfen, die Zellen mit je 1 ml PBS pro
Flasche gewaschen und in frischem Medium + DCA , wie in Tabelle 21

aufgefuhrt, im Brutschrank inkubiert.

Nach 24 h wurde das alte Medium verworfen, die Zellen mit je 1 ml PBS
gewaschen, und mit 0,5 ml Trypsin vom Boden der 6-Well-Platte geldst. Die
Trypsin-Reaktion wurde mit 3 ml kaltem Medium abgestoppt und das Zell-
[Trypsin-/ Mediumgmisch in ein 15 ml Flacon-Réhrchen tberfihrt und bei 1300
Umdrehungen/ min fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die Pellets mit je 300 pl des im ATP-Kit enthaltenen ATP
Assay Buffer lysiert, um die Zellen aufzubrechen und das darin erhaltene ATP
fur die Messung zugénglich zu machen. Die mit Lyse-Buffer behandelten Zellen
wurden mit einem Hochscherhomogenisator (Ultra-Turrax T8) zerkleinert, um
eine grundliche Zerkleinerung der Zellen und somit einen besseren ATP-Austritt
aus den Zellbestandteilen zu gewahrleisten. Daraufhin wurde aus jedem Flacon
1 pl der Zell-/ATP-Assay-Buffer-Mischung entnommen und eine
Proteinbestimmung (vergleiche "Proteinbestimmung (nach Bradford)")
durchgefiihrt, um spater die gemessene ATP-Menge auf pg-Zellprotein

normalisieren zu konnen. Nun wurde das restliche Gemisch durch einen
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Proteinfilter (Amicon Ultra von Millipore) bei 15 000 Umdrehungen/min fiir ca.
15 min zentrifugiert, aus dem Filtrat je 50 ul entnommen und auf eine 96-Well
Platte Gberfuhrt. Auf der 96-Well-Platte wurde, um die unbekannten ATP-
Konzentrationen der Proben quantifizieren zu konnen, eine Standardkurve
angelegt. Die Standardkurve bestand aus jeweils O pl, 1 pl, 2 pl, 3 ul, 4 pl, 6 pl
des im ATP-Kit enthaltenen ATP-Standards (1:10 mit destilliertem Wasser
verduinnt). Die jeweiligen Wells mit der ATP-Standard-Fullung wurden mit der
entsprechenden pl- Menge ATP Assay Buffer aufgefillt um eine Gesamtmenge
von 50 pl pro Well zu bekommen. Sowohl der Inhalt der Wells der
Standardkurve, als auch der der Wells mit den ATP-Proben wurden daraufhin
mit 50 pl Reaction Mix (Zusammensetzung in Tabelle 22 und 23 im Anhang)

vermischt und fir 30 min lichtgeschutzt bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Daraufhin wurde der Farbumschlag in ein kraftiges Pink/Rot bei 600 nm mit

dem ELISA-Reader gemessen.

3.9 Statistik

Alle Messungen wurden an verschiedenen, voneinander unabhéangigen,
Probenansatzen (n) durchgefihrt. Sie wurden als arithmetisches Mittel
zusammen mit dem Standardfehler angegeben. Alle angegeben Daten wurden
ab n = 3 mit einem ungepaarten zweiseitigen t-Test (bei unterschiedlicher
Varianz wurde der Welch-korrigierte t-Test verwendet) bzw. bei
Mehrfachvergleichen mit ANOVA und dem Programm INSTAT 3.06 (2003,
GraphPad Software, USA) ausgewertet. Wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p <

0,05 betrug, wurde die Daten als signifikant verschieden gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Glukose- und Laktatmessung

Die Glukose- und Laktatkonzentrationen wurden direkt aus dem Nahrmedium
der einzelnen Zelllinien bestimmt. Setzt man eine DCA-vermittelte Hemmung
der anaeroben Glykolyse voraus, so sollte bei den HCT-116-Tumorzellen, unter
Norm- und Hypoxie, und bei den oxidativ phosphorylierenden MCF-7-
Tumorzellen, unter Hypoxie, bei zunehmender DCA-Konzentration der
Glukoseverbrauch zunehmen und die Laktatproduktion abnehmen. Bei beiden
Zelllinien konnte kein Effekt von DCA unter Hypoxie und Normoxie auf

Glukoseverbrauch und Laktatproduktion beobachtet werden (Abb. 5).
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Abbildung 5: Glukose- und Laktatkonzentration im Nahrmedium beider Zelllinien.
Urspringliche Glukosekonzentration der Kontrolle: HCT116-Zellen 175,9 mg/dl und

MCF-7-Zellen 151,5 mg/dl; urspriingliche Laktatkonzentration der Kontrolle: HCT116-
Zellen 2,9 mmol/l und MCF-7-Zellen 6,2 mmol/l (n = 4).
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4.2 HIF-1a

Um die Auswirkungen von DCA und Hypoxie auf die Stressantwort der
Tumorzelllinien zu beurteilen, wurde zunachst die HIF-1a-Proteinabundanz,

direkt nach der entsprechenden Behandlung mit DCA oder Hypoxie, mittels

Western Blot bestimmit.

Wie in Abb. 6 gezeigt, stieg bei beiden Zelllinien unter Hypoxie die HIF-1a-

Proteinabundanz an. Bei beiden Zelllinien entsprach die HIF-1a-

Proteinabundanz bei alleiniger Behandlung mit DCA den Kontrollwerten

(Normoxie). Bei beiden Zelllinien sank die HIF-1a-Abundanz unter Hypoxie bei

Behandlung mit DCA auf Gber die Halfte des Hypoxie-Wertes ab. Doch

erreichten diese Unterschiede keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 6: Veranderung der HIF-1a-Proteinabundanz unter DCA-(15 mM)-
und/oder Hypoxie-Behandlung. Links: HIF-1a-Westernblots (oben) mit 3-Aktin
Ladungskontrolle. Rechts: mittlere semiquantifizierte und p-Aktin-normalisierte HIF-1a-

Proteinmenge in HCT116- (n = 8) und MCF-7-Zellen (n = 4).
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4.3 ATP

Um Informationen Uber den Energiezustand der Tumorzellen zu bekommen,
wurde der intrazellulare ATP-Gehalt mittels Colorimetric Assay bestimmt. Nach
der entsprechenden Behandlung der Zellen mit DCA oder Hypoxie wurde der
Farbumschlag der einzelnen Zellmischungen bei 600 nm im ELISA-Reader

gemessen.

Abb. 7 zeigt bei den HCT116-Zellen, unter alleiniger Hypoxie-Behandlung,
keine Anderung der intrazellularen, auf das Gesamtprotein bezogenen, ATP-
Menge im Vergleich zur Kontrolle. Bei der Behandlung der Zellen mit DCA stieg
die ATP-Menge in den Zellen tendenziell an. Bei der kombinierten Behandlung
unter Hypoxie und DCA sank der ATP-Wert signifikant um mehr als die Halfte
im Vergleich zur alleinigen DCA-Behandlung (p-Wert im t-Test < 0,05%).

Bei den MCF-7-Zellen erhohte die alleinige DCA-Behandlung, ahnlich wie bei
den HCT116-Zellen, die ATP-Menge. Wurden die MCF-7-Zellen mit DCA und
Hypoxie behandelt, so konnte man, im Vergleich zu alleinigen DCA-
Behandlung, wiederum eine Abnahme der ATP-Menge bis unter das Niveau der
Kontrollwerte erkennen. Wegen der hohen Streuung der Werte war diese

Abnahme statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 7: Veranderung der kolorimetrisch bestimmten intrazellularen ATP-
Menge nach Normalisierung auf die Kontrolle (0 mM DCA, Normoxie). Messung
des Farbumschlags mit anschlieRender Bestimmung der ATP-Menge im Zelllysat,
anhand der Eichkurve, unter Berticksichtigung des Proteingehalts der entsprechenden
Zellsuspension. (HCT116: n = 6; MCF-7: n = 5)

4.4 pAMP- und AMP-Kinase

Die Zelle reagiert auf ATP-Erniedrigung durch die Aktivierung der AMP-
aktivierten Proteinkinase (AMPK) durch Phosphorylierung. Beide Zelllinien
wurden mit Normoxie oder Hypoxie und/ bzw. 15 mM DCA behandelt.
Anschliel3end wurde die Proteinabundanz der AMP-Kinase und ihrer aktiven, an
Thr172-phosphorylierten, Form (pAMP-Kinase; pAMPK) mittels Western Blot
bestimmt (Abb. 8 und 9). Bei beiden Zelllinien kam es zu einem tendenziellen
Anstieg der AMP-Kinase-Aktivitat unter Hypoxie ausschlief3lich bei
gleichzeitiger DCA-Behandlung. Unter alleiniger Hypoxie- und alleiniger DCA-
Behandlung anderte sich die Proteinabundanz der pAMPK nicht (Abb. 8 und 9).
Bei beiden Zelllinien war keine Veranderung des Gesamtproteins der AMP-
Kinase in Abhangigkeit der vier Behandlungsarme zu beobachten (Abb. 8 und
9).

28



12 pAMPK

HCT Kontrolle DCA =
S 10
[ 1M | =
2 3
Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie u‘_:_l .
°
= 4
c
© 2
PAMPK - T z I I
3 o+ \ .
g Kontrolle Hypoxie DCA DCA/Hyp
‘©
AMPK )
e, AMPK
s a o
£ 12
2
s
B-Aktin ‘ £ os I
B
c
£ 04 -
<
& 02
0

Kontrolle Hypoxie DCA DCA/Hyp

Abbildung 8: pAMPK-und AMPK-Proteinabundanz in HCT116-Zellen. Links: AMP-
Kinase und pAMP-Kinase Western Blots (oben) mit B-Aktin Ladungskontrolle. Rechts:
mittlere semiquantifizierte und 3-Aktin-normalisierte AMP-Kinase und pAMP-Kinase-
Proteinmenge (pAMPK: n = 6, AMPK: n = 9).
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Abbildung 9: pAMPK-und AMPK-Proteinabundanz in MCF-7-Zellen. Links: AMP-
Kinase und pAMP-Kinase Westernblots (oben) mit 3-Aktin Ladungskontrolle. Rechts:
mittlere semiquantifizierte und -Aktin-normalisierte AMP-Kinase und pAMP-Kinase-
Proteinmenge (pAMPK:n =6, AMPK:n=7)
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4.5 TMRE

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (Ayn) der einzelnen
Tumorzelllinien wurde Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) verwendet. Die
Zellen wurden mit Hypoxie/Normoxie und aufsteigenden DCA-Konzentrationen
behandelt. Anschliel3end wurden ihre Fluoreszenzeigenschaften mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Durch TMRE ist eine Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Zellen mdglich, da sich eine Zunahme toter Zellen durch ein
Zusammenbrechen des Ay, und einer daraus folgenden Abschwéchung der
Fluoreszenz zeigt (Abb. 10 und 11).
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Abbildung 10: Mitochondriales Membranpotential. Repréasentative
Durchflusszytometrie-Histogramme der TMRE-Fluoreszenz von HCT116- (oben) und
MCF-7-Zellen (unter) aufgenommen unter Normoxie (links) und Hypoxie (rechts) nach
Behandlung mit 0 mM (Kontrolle, schwarz) und 30 mM DCA (graue; tirkise und
violette Pfeile zeigen tote Zellen mit zusammengebrochenem Ay, bzw. lebende Zellen
mit physiologischem Ay, an).
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DCA hatte bei den HCT116-Zellen unter Normoxie (graue Linien) keine
Auswirkungen auf den Zelltod (Abb. 11A) und das Ay, der Uberlebenden Zellen
(Abb. 11B). Bei Hypoxie (schwarze Linien) bewirkte DCA (Konzentration = 20
mM) dagegen ein vermehrtes Absterben. Gleichzeitig hyperpolarisierte DCA
das Aym der Uberlebenden Zellen tendenziell (Abb. 11B).

Steigende DCA-Konzentrationen bewirkten bei den MCF-7-Tumorzellen unter
Normoxie (Abb. 11C, graue Linie) tendenziell eine Erniedrigung, unter Hypoxie
(schwarze Linie) dagegen eine Erhohung des Zelltods (zusammengebrochenes
Aym). DCA hatte, unter Norm- und Hypoxie, keine Auswirkungen auf die Ayp,-
Spannung bei den Uberlebenden MCF-7-Zellen (Abb. 11D).
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Abbildung 11: Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials beider
Zelllinien bei steigender DCA-Konzentration unter Normo- und Hypoxie. A und C:

Anzahl der toten Zellen mit zusammengebrochenem Ayp,. B und D: TMRE-
Fluoreszenz-Intensitat der Gberlebenden Zellen als Mal3 der Ay,-Spannung.

(HCT116:n=3; MCF-7: n=4). *: p < 0.05, t-Test; [ ] " = hoher AusreiRerwert der
nicht bertcksichtigt wurde.
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4.6 Nicoletti

Mittels Nicolettifarbung wurde der DNS-Gehalt der Zellen und somit ihre
Zellzyklusphase, sowie der Anteil der abgestorbenen Zellen (Sub-G1-
Population) im Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 12: Veranderungen im Zellzyklus beider Zelllinien unter Hypoxie und
Normoxie und unter DCA-Behandlung. Reprasentative Durchflusszytometrie-

Histogramme der Propidiumiodid-Fluoreszenz von HCT116- (oben) und MCF-7-Zellen
(unten), aufgenommen unter Normoxie (links) und Hypoxie (rechts) nach Behandlung

mit 0 mM (Kontrolle, schwarz) und 30 mM DCA (rot); der Marker zeigt die toten Zellen
in der Sub-G1-Population.

Bei den HCT116-Zellen kam es bei steigender DCA- Konzentration, sowohl
unter Normoxie als auch in Hypoxie, zu einem tendenziellen Anstieg der Sub-
G1-Fraktion (Abb. 12 und 13). Besonders ausgepragt war dieser Anstieg in

Hypoxie, wobei die Anzahl der toten Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, fast um
das 30-fache anstieg.
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Bei den apoptose-resistenten MCF-7-Tumorzellen war - wie zu erwarten - in der
Sub-G1-Fraktion, weder unter Hypoxie- noch unter alleiniger DCA-Behandlung,

ein signifikanter Anstieg zu erkennen (Abb. 13).
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Abbildung 13: Veranderung der Sub-G1-Fraktion bei steigender DCA-
Konzentration unter Normoxie und Hypoxie bei beiden Zelllinien. Abgebildet ist
die Anzahl der Zellen in der Sub-G1-Phase als % -Satz der insgesamt gemessenen
Zellen. (HCT116: n = 3; MCF-7: n = 5)

Die Zellzyklusanalysen ergaben, dass sich die HCT116-Zellen unter Normoxie
zu etwa 40 % in G1- und S-Phase und 40 % in der G2-Phase befanden (Abb.
14A), wie es bei sehr stark proliferierenden Zellen zu beobachten ist. Unter
Hypoxie erniedrigte bzw. erhdhte sich die G1- bzw. G2-Population, was auf
einen hypoxieinduzierten G1-Arrest hindeutet (Abb. 14B). Steigende DCA-
Konzentrationen induzierten keine signifikanten Anderungen im Verhaltnis der

einzelnen Zellzyklusphasen.

Bei der MCF-7-Zelllinie waren die meisten Zellen in der G1-Phase. Hypoxie und
DCA anderten wenig am Verhaltnis der Zellen in den unterschiedlichen
Zellzyklusphasen (Abb. 14C und D). Einzig die S-Phasenpopulation erniedrigte
sich bei hohen DCA-Konzentrationen unter Normoxie (Abb. 14C), wahrend sie
sich unter Hypoxie erhthte (Abb. 14D). Dies deutet auf einen DCA-vermittelten

G1-Arrest unter Normoxie und S-Arrest unter Hypoxie hin.
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Abbildung 14: Veranderungen im Zellzyklus unter DCA-und Hypoxiebehandlung.
Abgebildet ist die Anzahl der Zellen in den einzelnen Zellphase als % -Satz der
insgesamt gemessenen Zellen (HCT116: n = 3; MCF-7: n = 6; ***p <0.01, * p < 0,05;
t-Test).

4.7 Annexin-und Propidiumiodidmessung

Durch die durchflusszytometrische Messung der Bindung von Phosphatidylserin
(PS) durch Annexin-V und durch die Bestimmung der
Zellmembrandurchlassigkeit mit Propidiumiodid, ist es mdglich, apoptotische
von nekrotischen Zellen zu unterscheiden und ihre Anzahl festzustellen (Abb.
15). Die Zellen wurden unter Hypoxie mit aufsteigenden DCA-Konzentrationen
behandelt; anschlie3end wurde die Anzahl der apoptotischen und nekrotischen

Zellen mittels Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 15: Darstellung der fluoreszenzbasierten Einteilung der einzelnen
Zellzustande. Nekrotische Zellen kommen im rechten oberen Quadranten zur
Darstellung und sind dementsprechend Annexin- und Propidiumiodid-positiv, wahrend
apoptotische Zellen nur Annexin-positiv sind und im rechten unteren Quadranten
abgebildet werden. Die lebenden Zellen (Annexin-und Propidiumiodid-negativ) werden
im linken unteren Quadrant sichtbar.

DCA induzierte in HCT116-Zellen bei Hypoxie, nicht aber bei Normoxie
signifikant mehr Nekrosen (Abb. 16A, schwarze Linie) und Apoptosen (Abb.
16B, schwarze Linie). Ebenfalls unter Hypoxie bewirkte DCA mit steigender
Konzentration einen signifikanten Anstieg der apoptotischen HCT116-Zellen
(Abb. 16B, schwarze Linie).

Unter Normoxie bewirkten steigende DCA-Konzentrationen bei den Apoptose-
resistenten MCF-7-Zellen eine signifikante Abnahme der Zellnekrosen, die in
diesen Experimenten schon unter Kontrollbedingungen auffallend hoch waren
(Abb. 16C, graue Linie).

Auch unter Hypoxie, bei der, bezogen auf Normoxie, basal nur etwa halb so
viele Zellnekrosen auftraten, bewirkte DCA nur in niedrigen Konzentrationen
eine weitere signifikante Verminderung der Zellnekrosen. DCA hatte weder
unter Normoxie noch unter Hypoxie Auswirkung auf den Anteil der
apoptotischen MCF-7 Zellen (Abb. 16D). In den Kontrollen vorliegende
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Nekrosen sanken bis zur DCA-Konzentration von 15 mM signifikant ab (t-Test:
p-Werte < 0,05 *), wobei allerdings die Anzahl der Nekrosen in Hypoxie von 0
mM bis zu einer Konzentration von 15 mM signifikant kleiner war als unter

Normoxie (p-Werte im t-Test < 0,01***) (Abb. 16C).
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Abbildung 16 : Veranderungen im Annexin- und Propidiumiodidfarbeverhalten
beider Tumorzelllinien. Abgebildet ist die Anzahl der Zellen in den einzelnen
Zellphasen als % -Satz der insgesamt gemessenen Zellen. (HCT116: n = 6; MCF-7: n

=4*p<0,05***p <0,01, t-Test)
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4.8 Koloniebildungstests

Zuletzt wurde die Auswirkung der DCA- und Hypoxie-Behandlung auf das

klonogene Uberleben der Tumorzellen mithilfe des Koloniebildungstests

bestimmt. Bei beiden Zelllinien ergab sich unter Normoxie bei steigender DCA-

Konzentration keine signifikante Veranderung der Survival Fraktion (SF). Erst

durch die Kombination von DCA unter Hypoxie sank die SF signifikant ab
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Darstellung der prozentuellen Anzahl der Koloniebildung bei
beiden Zelllinien bezogen auf die Kontrollen mit 100 % Survival Fraction. (n =3, *p <
0,05;** p < 0,02; *** p< 0,01; t-Test)
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5. Diskussion

Tumorzellen bevorzugen die Glykolyse zur ATP-Produktion und haben so den
Vorteil eines anaeroben Stoffwechsels, der ihnen Proliferation auch ohne
optimale Sauerstoffversorgung erméglicht. Auch unter Normoxie weisen viele
Tumorzellen einen glykolytischen Phanotyp auf (Warburg-Effekt) und zeigen
damit verbunden einen erhéhten Glukoseverbrauch (Semenza et al. 2001) zum
Ausgleich der geringen ATP-Produktion durch die anaerobe Glykolyse
(Warburg 1956) und eine vermehrten Laktatproduktion im Vergleich zu Nicht-
Tumorzellen (Brizel et al. 2001). Damit verbunden ist eine vermehrte
Glukoseaufnahme (Michelakis et al. 2008), die unter Hypoxie noch gesteigert
wird (Sanford und Westfall 1969).

DCA kann beschriebenermal3en in diesen tumorzelltypischen Stoffwechsel
durch die Hemmung der Pyruvatdehydrogenasekinase (PDK) (Stacpoole 1989)
dahingehend eingreifen, dass es die Tumorzellen in die oxidative
Phosphorylierung zwingt (Bonnet et al. 2007; Shen et al. 2013).

Die hier untersuchten Tumorzellen zeigten, entgegen dieser Erwartungen, unter
DCA-Behandlung keine signifikante Abnahme im Glukoseverbrauch und der
Laktatproduktion. Eine mogliche Ursache dieser unerwarteten Ergebnisse
konnte sein, dass die verwendete Messmethode zu insensitiv war. Studien, die
alternative Glukose-Bestimmungsmethoden (Oxidase Assay Kit (Hur et a.
2013)) oder PET (Michelakis et al. 2008) verwendeten, konnten, im Gegensatz
zu der vorliegenden Doktorarbeit, Effekte von DCA auf den Glukoseverbrauch
zeigen. Leider konnten diese Messmethoden hier nicht angewendet werden.
Eine weitere Arbeit an SUtEMT6-Zellen (Mamma- Karzinom der Maus), konnte
unter Verwendung eines Standard-Kits (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.)
und unter Nutzung der Glukose-Oxidase-Reaktion, ebenfalls keine DCA-
induzierte Anderung der Glukose-Aufnahme unter Hypoxie zeigen (Shrieve et
al. 1983).

Daraus ergibt sich, dass sich der DCA-Effekt moglicherweise stark zwischen
den einzelnen Zelllinien unterscheidet oder die Effekte so gering sind, dass sie

nur mit sensitiveren Methoden nachgewiesen werden kdnnen.
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Bei beiden untersuchten Zelllinien war unter der DCA-Behandlung unter
Normoxie nur tendenziell ein Absinken des Mediumlaktatgehaltes erkennbar.
Frihere Studien konnten dagegen deutlich zeigen, dass DCA unter Normoxie
die Laktatproduktion in Tumorzellen hemmt: Auch hier konnte die Diskrepanz
zu den publizierten Daten Folge der fehlenden Messsensitivitat sein. Zudem

streuten die individuellen Proben sehr stark.

Zusammenfassend konnte in dieser Doktorarbeit durch die Behandlung mit
DCA, auch in hoher Konzentration, kein Effekt auf den Tumorstoffwechsel

nachgewiesen werden

Ein weiterer Uberlebensvorteil der Tumorzellen ist, neben der Umstellung auf
einen anaeroben glykolytischen Phanotyp, die Uberexpression von HIF-1a. Und
das auch schon unter Normoxie (Aebersold et al. 2001; Semenza et al. 2002).
Hierdurch werden die Tumorzellen an eine hypoxische Umgebung praadaptiert.
Hypoxie wiederum kann zu Therapie- (Aebersold et al. 2001; Semenza et al.
2002) und Apoptoseresistenz (Harris 2002) (wie in der Einleitung detailliert

beschrieben) fuhren.

In der vorliegenden Arbeit interessierte die Auswirkung der DCA-Therapie auf
die HIF-1a Expression der Tumorzellen, da durch die Reduktion von HIF-1q,
speziell unter Hypoxie, den Tumorzellen ein wichtiger Anpassungsfaktor an den
Sauerstoffmangel genommen wird. DCA bewirkte dabei unter Hypoxie ein nicht
signifikantes Absinken von HIF-1a in beiden Zelllinien. Ebenfalls bei beiden
Zelllinien zeigte sich ein, aufgrund der hohen Streuung, nicht-signifikanter
Anstieg der HIF-1a-Abundanz unter Hypoxie, der bei gleichzeitiger DCA-Gabe
wieder absank. Allerdings erreichte er nie das niedrige Niveau der
Kontrollwerte. In friheren Studien wurde die Reduktion der HIF-1a-Abundanz
durch DCA auch unter Normoxie in vitro (Sun et al. 2011) und in vivo
(Michelakis et al. 2010; Sutendra et al. 2013) nachgewiesen. Auch wenn in

dieser Doktorarbeit DCA die HIF-1a-Abundanz unter Hypoxie nicht signifikant
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gesenkt hat, so lasst sich doch aus den Tendenzen in beiden Linien
spekulieren, dass DCA einen Einfluss auf die HIF-1a-Stabilitat in HCT116- und
MCF-7-Zellen haben kénnte. Generell ware dann eine Destabilisierung von HIF-
1a durch DCA in diesen Tumoren, die ab einer bestimmten Gro3e hypoxische
Areale aufweisen, ein Uberlebensnachteil, dadurch bedingt, dass HIF-1a in
Tumorzellen die VEGF-Expression steigert und somit die Angiogenese des
Tumors férdern kann. Auch kann HIF-1a zu einem Anstieg glykolytischer
Enzyme fuhren (z.B. der PDK) und so die anaerobe Glykolyse in der
Tumorzelle unterstttzen (Michelakis 2010; Duan et al. 2013). Dies ermoglicht

der Tumorzelle eine sauerstoffunabhéangige ATP-Produktion.

Doch wie wirkt DCA in Hypoxie auf den Energiehaushalt der Tumorzellen? Hier
zeigte sich, in der vorliegenden Doktorarbeit, bei beiden Zelllinien kein
Absinken der ATP-Konzentration durch Hypoxie. Daraus lasst sich schliel3en,
dass beide Zelllinien entweder schon anaerobe Glykolyse bereits unter
Normoxie betreiben oder sehr gut auf die anaerobe Glykolyse umschalten

kdnnen.

In beiden Zelllinien erhdhte DCA tendenziell die ATP-Konzentration in den
Tumorzellen. Diese Ergebnisse decken sich mit friilherer Studien, bei denen,
ebenfalls unter der Therapie mit DCA, die ATP-Konzentration der Tumorzellen
deutlich anstieg (Sun et al. 2011; Shen et al. 2013). Dies weist auf eine hohere
Energieausbeute bei DCA-erzwungener oxidativer Phosphorylierung hin (Sun et
al. 2011).

Wurden in dieser Doktorarbeit die Tumorzellen gleichzeitiger mit DCA und
Hypoxie behandelt, sank bei den HCT116-Zellen die ATP-Menge signifikant, bei
den MCF 7-Zellen zumindest tendenziell ab. In HCT116-Zellen war dabei die
ATP-Konzentrationen unter DCA und Hypoxie in der Tendenz niedriger als bei
Hypoxie alleine (Abb. 7). Eine frihere Arbeit (Anderson et al. 2009) konnte an
HelLa- und PANC-1- Zellen eine deutliche Absenkung der ATP-Konzentrationen
unter Hypoxie durch DCA feststellen, wodurch in dieser friheren Arbeit auf eine
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DCA-vermittelte Hemmung der anaeroben Glykolyse geschlossen werden

konnte.

Mit einer zweiten, indirekten Methode, konnte in der vorliegenden Doktorarbeit
die Wirkung von DCA auf den Energiehaushalt der Zelle weiter verdeutlicht
werden. Energiemangel fihrt zu einem Anstieg von Adenosinmonophosphat
(AMP) (Hardie et al. 1998). AMP aktiviert die AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK), die ATP-verbrauchende Prozesse innerhalb der Zelle stoppt und die
ATP-Produktion anregt (Corton et al. 1994; Hardie et al. 1998). Die aktivierte
AMPK, also die phosphorylierte AMPK (pAMPK), stimuliert die
Fettsaureoxidation und die Glukoseaufnahme in Muskelzellen (Merrill et al.
1997; Bergeron et al. 1999). Auch reduziert sie die Glukosesynthese in
Leberzellen (Woods et al. 2000). In der vorliegenden Doktorarbeit steigerte
DCA unter Hypoxie die Aktivitat der AMP-Kinase (auch hier war der Anstieg des
phosphorylierten, aktiven Proteins wegen der hohen Streuung zwischen den
biologischen Replikaten nicht signifikant). In Kombination mit den ATP-
Messungen kénnte somit DCA unter Hypoxie die Tumorzellen in die

Energiekrise fuhren.

Fur Tumorzellen wurde, im Vergleich zu normalen Zellen, ein hyperpolarisiertes
mitochondriales Membranpotential (Aym) beschrieben (Bonnet et al. 2007). Dies
kann moglicherweise zu einer Apoptoseresistenz der Tumorzellen fihren,
indem die Offnungsschwelle des Mitochondrial Permeability Transition Pore
(MPT) angehoben wird (Zamzami und Kroemer 2001). DCA kann den
Zusammenbruch von Ayn, induzieren (Stockwin et al. 2010) (Bonnet et al. 2007)
(Zamzami und Kroemer 2001) und somit Apoptose initiieren. In der
vorliegenden Doktorarbeit konnte bei den HCT116-und MCF-7-Tumorzellen ein
signifikanter bzw. tendenzieller DCA-vermittelter Ayn-Zusammenbruch (und
damit Zelltod) unter Hypoxie beobachtet werden. Gleichzeitig hyperpolarisierte
in HCT116-Zellen DCA das Ay, der Uberlebenden Zellen, wodurch auf einen

vermehrten Elektronentransport der Atmungskette geschlossen werden kann.
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Ein weiterer Marker des Zelltodes, die SubG1-Population Propidiumiodid-
gefarbter Zellen, wurde in der HTC116-Linie unter Hypoxie durch DCA erhdht.
In den Apoptose-defizienten MCF-7-Zellen war - wie zu erwarten (Stockwin et
al. 2010) - keine DCA-vermittelte Erh6hung der SubG1-Population messbar.
Aus den Aym- und SubG1-Daten lasst sich folglich schlieRen, dass DCA unter
Hypoxie die HCT116-, nicht aber die Apoptose-resistenten MCF-7-,

Tumorzellen abtdten kann.

Gleichzeitig wurde Uber die Propidiumiodidfarbung der Zellzyklus der Zellen
bestimmt. Neben einem hypoxieinduzierten G1-Arrest in HCT116-Zellen
konnten dabei keine starken Anderungen in den Zellzyklusphasen durch DCA
beobachtet werden, aul3er ein leichter DCA-vermittelter G1-Arrest bei MCF-7-
Zellen unter Normoxie und S-Arrest unter Hypoxie. Dies deutet auf einen
geringen Einfluss von DCA-induzierten Prozessen auf die Zellzyklusregulation
hin. Im Gegensatz dazu zeigten mehrere friihere Studien einen DCA-
vermittelten Zellzyklusarrest in verschiedenen Tumormodellen (Wong et al.
2008; Sanchez 2013; Madhok 2010), wobei je nach p53-Status G1- oder G2-

Arreste auftraten.

Auch bei der Apoptose- und Nekroseinduktion zeigte sich, in der vorliegenden
Doktorarbeit, wie aus den Ayy,- und SubG1-Daten zu erwarten, unter Normoxie
kein Effekt von DCA auf HCT116-Zellen. Die fehlende Apoptoseinduktion von
DCA wurde bereits an HCT116-Zellen anderer Linien beschrieben (Stockwin et
al. 2010). Allerdings konnte eine der initierenden DCA-Studien (Bonnet et al.,
2007) Apoptoseinduktion durch DCA unter Normoxie zeigen. In MCF-7-Zellen
bewirkte DCA in der vorliegenden Doktorarbeit eine Abnahme der nekrotischen

Zellen, was derzeit nicht interpretiert werden kann.

DCA induzierte bei HCT116 - nicht aber MCF-7-Zellen - unter Hypoxie
Nekrosen und Apoptosen, wobei zahlenmé&Rig die nekrotischen Zellen
Uberwogen. Ein vorrangiges Absterben durch Nekrose nach DCA-Behandlung
konnte auch in anderen Modellen gezeigt werden (Liu et al. 2012; Bull et al.

1990). Wiederum erniedrigte in der vorliegenden Doktorarbeit DCA (bei
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Konzentrationen bis 10 mM) auch unter Hypoxie die Anzahl nekrotischer MCF-
7-Zellen.

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die MCF-7-Zellen auf die DCA-
Behandlung eher mit einem Proliferationsstop (der aus dem beobachteten
Zellzyklusarrest resultierte) reagieren. Auch frihere Studien zeigten einen
Proliferationsstop der MCF-7 Zellen (allerdings unter Normoxie) ohne
Apoptose-/Nekroseinduktion bei DCA-Therapie (Stockwin et al. 2010; Krohn et
al. 1999).

In der Tumorbiologie ist der fur die Klinik entscheidende Messparameter das
klonogene Uberleben. Beide Zelllinien zeigten, in der vorliegenden Doktorarbeit,
nach DCA-Behandlung keine reduzierte Survival Fraction (SF) unter Normoxie.
Somit verringerte DCA nicht die Klonogenizitat, also die Fahigkeit der
Tumorzellen neue Tumoren zu initiieren. Erst unter Hypoxie sank die SF bei

beiden Zelllinien signifikant nach DCA-Gabe ab.

Die Daten lassen sich derart zusammenfassen, dass DCA bei den beiden
untersuchten Tumorzelllinien unter Normoxie keine Effekte erzielte. Selbst in
extrem hohen - und damit pharmakologisch irrelevanten - Konzentrationen (es
werden in Studien am Patienten maximale freie Plasmakonzentrationen von
500 pmol erreicht (Michelakis et al. 2010)). Dies steht im Widerspruch zu
frGheren Studien, in denen auch geringere Konzentrationen Effekte an
Tumorzellen unter Normoxie hatten (Bonnet et al. 2007; Duan et al. 2013; Kluza
et al. 2012; Ishiguro et al. 2012).

Unter Hypoxie hatte DCA in der vorliegenden Doktorarbeit einen Anti-
Tumoreffekt, allerdings wiederum bei einer pharmakologisch irrelevant hohen
Konzentration. Eine einzige weitere Arbeit, die den Effekt von DCA unter
Hypoxie in vitro untersucht hat, zeigte, im vollkommenen Gegensatz, sogar eine
DCA-vermittelte Proliferationssteigerung (Anderson et al. 2009). So deuten die
Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit nicht auf einen Nutzen von DCA flr

die (hypoxische) Antitumor-Therapie.
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6. Zusammenfassung

Dichloracetat (DCA) hemmt die Pyruvatdehydrogenasekinase und zwingt Zellen
somit die oxidative Phosphorylierung von z.B. Glukose auf. Viele Tumorzellen

zeigen auch unter Normoxie anaerobe Glykolyse (Warburg-Effekt), wodurch die
Zellen mdglicherweise Selektionsvorteile in einem, fir solide Tumore typischen,

intermittierend hypoxischen Mikromilieu erlangen.

Tumorhemmende Wirkungen von DCA wurden beschrieben. Die vorliegende
Arbeit erweiterte diese Studien, indem sie die Hypoxie-spezifischen Effekte von
DCA auf anaeroben Stoffwechsel, Energiestatus, Hypoxie-Stressantwort,
Zellzyklus, apoptotischen und nekrotischen Zelltod, und das klonogene

Uberleben von humanen Kolonkarzinom- und Brustkrebszellen zeigt.

Unter Normoxie hatte DCA auch bei therapeutisch irrelevant hohen
Konzentrationen kaum Effekte auf Stoffwechsel, Zellzyklus oder Uberleben der
Tumorzellen. Unter Hypoxie erniedrigte DCA zumindest tendenziell die
Stabilisierung von HIF-1a, erhohte die Aktivitat der AMP-Kinase, die
Zellpopulationen mit zusammengebrochenem innermitochondrialem
Membranpotential und degradierter DNS und erniedrigte das klonogene
Uberleben.

Diese Effekte galten fur beide Tumorlinien und wurden allerdings nur mit sehr
hohen DCA-Konzentrationen erreicht, sodass sich aus Sicht dieser Arbeit DCA
nicht als Chemotherapeutikum empfiehilt.
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8. Anhang

Tabelle 1:

Kulturmedium McCoy's 5A

PAA Laboratories GmbH; Pasching

Osterreich

Kulturmedium RPMI 1640

PAA Laboratories GmbH; Pasching

Osterreich

FCS Biochrom AG; Berlin

PBS

(Phosphate Buffered Saline, pH 7,4 )
8¢ NacCl AppliChem GmbH; Darmstadt
0,29 Kcl Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
115 Na,HPO. Sigma Aldrich; St.Louis/ Steinheim
0,2 g KH2PO4

Sigma Aldrich; St.Louis/ Steinheim

1000 ml  Aqua dest.

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

Trypsin/ EDTA

PAA Laboratories GmbH; Pasching

Osterreich

Zellkulturflaschen

kleine Kulturflasche (25cm?)

mittlere Kulturflasche (75cm?)

groRRe Kulturflasche (175cm?)

Sarstedt, Nurnberg

Kryo-R6hrchen

Eppendorf; Hamburg
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Pipet Boy

Integra Biosciences AG; Zizers ;

Schweiz

Brutschrank Hera cell 240 Heraeus; Kendro
Laboratory Products GmbH,
Langenselbold

Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH; Sonnenbihl-Genkingen

Tabelle 2:

Trypan blue solution (0,4 %)

Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

Mikroskop

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Neubauer Zahlkammer "C-Chip’

Pipetten

Neubauer Improved, Korea

| Eppendorf; Hamburg

Pipettenspitzen

Eppendorf; Hamburg

50 ml Falcon Tubes

Becton Dickinson , NJ/ Heidelberg

Zentrifuge Eppendorf; Hamburg
Tabelle 3:
DCA Sodium Dichloractat; Sigma Aldrich;

Steinheim/ St. Louis

Hypoxie Pack

GasPak EZ Pouch System Sachets;
BD, Franklin Lakes, NJ USA

Eppendorf-Cup

Sarstedt, Nurnberg
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Tabelle 4:

15 ml Falcon Tubes

Becton Dickinson , NJ/ Heidelberg

3,7 % Formaldehydl6sung

Formaldehyd 1 : 10 PBS Gemisch
Merck; Darmstadt

70 % Ethanol

Merck; Darmstadt

Aqua destillata

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

0,05 % Coomassie (500ml)
100 mi 20 % Methanol
37,5 ml 7,5 % Essigsaure
362,2 ml Aqua destillata

0,25¢g Coomassie Pulver

Merck; Darmstadt

Merck; Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

Tabelle 5:

6 Well-Kulturplatten

Tissue Culture Plate; Becton Dickinson

Companie, NJ USA

Facs Rohrchen
FACSCalibur
Nicoletti-Farbung

49 ml Natriumcitrat/ PBS
(2 mg/ml Stammldsung)

500 pl Propidiumiodid
(Img/ml Stamml6sung)

500 pl Triton X-100
(10%ige Stammldsung)

Becton Dickinson , NJ/Heidelberg

'Becton Dickinson , NJ/Heidelberg

Sigma Aldrich; St.Louis/ Steinheim

Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

Zentrifuge Hettich AG; Bach Schweiz
Tabelle 6:
TMRE-Farbung (Verdiinnung 1: 1000) 1 ml PBS

1 ul TMRE
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Tabelle 7:

Annexin-/Pl-Farbstoff (fir 200 pl)

196 yl Ringerldsung

2yl Annexin-V-Fluos

2yl Propidiumiodid
(2 mg/ml Stammlésung)

Braun; Melsungen

Roche; Mannheim

Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

Tabelle 8:

Behandlung der Zellen | Kontrolle

Kontrolle + Hypoxie

15%iges DCA-/ Mediumgemisch

15%iges DCA -/ Mediumgemisch + Hypoxie

Tabelle 9:

Lysepufferinhalt

Endkonzentration Volumen 10mi Firma
HEPES, pH 7,4 50mM 500ul PAA
Triton X-100 1% Imi Roth
NaCl 150mM Iml AppliChem
NaPP 10mM 500ul Sigma
NaF 10mM 100pl Sigma
EDTA 1ImM 10pl Sigma
NazVO,4 2mM 20pl Sigma
H,O 6,7ml Roth
Aprotinin 5ug/ml 25l Roth
Leupeptin 5ug/ml 20ul Roth
Pepstatin 3pg/ml 12pl Roth
PMSF 1mM 100pl Sigma
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Tabelle 10:

Bio Rad Bio Rad Laboratories, Minchen
BSA

96-Well Platte Becton Dickinson , NJ/ Heidelberg
DTT Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

4x SB (Laemmli Buffer)

10 mi 20 % SDS Merck; Darmstadt
10 mi 1 M Tris, pH 6,8 Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
10 mi Glycerol
Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
17,5 ml Aqua destillata
25 ml 0.1% Bromephenol Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
Blue Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim
Tabelle 11:
2 Trenngele 10%ig 14%ig
Trenngelpuffer 7,5 ml 7,5 ml
Wasser destillata 12,5 ml 8,5 ml Roth
Gel 30 10 mi 14 ml Roth
APS 150 pl 150 pl Roth
Temed 15 pl 15 pl Sigma
20%SDS 150 pl 150 ul Merck
Tabelle 12:
Trenngelpuffer (pH 8,8; fir 200ml)
18,179  Tris Base Roth
4ml SDS 10% Merck

(10g SDS + 100ml Aqua destillata)
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Tabellel3:

Sammelgelpuffer (pH 6,8; fir 200ml)

60 Tris Base Roth
4 ml SDS 10% Merck
(10g SDS + 100ml Aqua destillata)
Tabelle 14:
2 Sammelgele
Sammelgelpuffer 1,75 ml
Agqua destillata 3,75 ml
Gel 30 1,5 ml
APS 70 pl
Temed 7 ul
Tabelle 15:
Glasplatte Biometra GmbH; Goéttingen

Abstandsstreifen

Biometra GmbH; Goéttingen

Kamme Biometra GmbH; Goéttingen
Zellschaber Sarsted Inc., Newton
Tabelle16:

Laufapparatur Biometra GmbH; Gaéttingen
Laufpuffer

(Rotiphorese 10x SDS Page 1:10 mit
Aqua destillata vermischt)

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

Antriebsgerat

Biometra Standard Power Pack P25;
Biometra GmbH; Gaottingen

Protein Ladder

Page Ruler; Thermo Fisher;
Fermentas Int. Inc; Maryland

Isopropanol

VWR Prolabo, Darmstadt
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Tabelle 17:

1. Antikorper

2. Antikorper

HIF-1a- Bestimmung

1:1000

HIF-1a - Antikorper
(Active Motif; Carlsbad
USA)

+5ml 5 % Milchpulver/
TBS-Tween

1:2000

Horseradish peroxidase-
conjugated Antimouse
lgG

+5 ml 5 % Milchpulver/
TBS-Tween

Pampk/ Ampk-
Bestimmung

3-Aktin-Bestimmung

1:1000

PAMPK/ AMPK -
Antikorper

(Cell Signaling
Technology, Inc.;
Danvers USA)

+5 ml 5 % Milchpulver/
TBS-Tween

1:20 000

3-Aktin - Antikorper
(Sigma Aldrich; St. Louis/
Steinheim)

+5ml5 % BSA/ TBS-
Tween

1:2000

Horseradish peroxidase-
conjugated Antirabbit
lgG

+ 5 ml 5 % Milchpulver/
TBS-Tween

1:2000

horseradish peroxidase-
conjugated Antimouse
lgG

+5ml5 % BSA/ TBS-
Tween

Tabelle18:

Belichtungszeiten

AMPK/ PAMPK 100 — 150 min
HIF-1a 60 — 120 min
3-Aktin 20 — 60 sec
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Tabelle 19:

TBS Tween (pH 8)
1,579 Tris-HCI 10 mM

8,76 ¢ NaCl 150 mM

Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim

AppliChem GmbH; Darmstadt

1 ml Tween 20

AppliChem GmbH; Darmstadt
Blotpuffer
15159 Trizma Base Sigma Aldrich; St. Louis/ Steinheim
729 Glycin

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
1000 mi Isopropanol
4000 mi Aqua destillata VWR Prolabo, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe

Tabelle 20:

Haltevorrichtung Bio Rad Laboratories, Minchen
Schwamme Bio Rad Laboratories, Miinchen
Filterpapier Bio Rad Laboratories, Minchen

Polyvinylidenfluorid-Membran

Millipore Corporation; Billerica USA

Blotkammer Bio Rad Trans Blot Cell;

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Antriebsgerat Bio Rad Power Pax 200:

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co KG; Karlsruhe
Schittler Biometra

Reagenz 1 und 2

GE Healthcare UK Ltd.
Buckinghamshire, UK
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Autoradiographie Kassette

Amersham Hyperfilm ECL,;

GE Healthcare UK Ltd.
Buckinghamshire, UK

Entwickler

Curix 60 AGFA; Agfa HealthCare
Corporation, Greenville USA

Entwicklerpapier

Amersham Hyperfilm ECL,;

GE Healthcare UK Ltd.
Buckinghamshire, UK

Scanner Hewlett Packard Scan Jet; Hewlett-
Packard GmbH, Bdoblingen
Tabelle 21:
Behandlung
Kontrolle 4 ml des entsprechenden Mediums

Kontrolle + Hypoxie

4 ml des entsprechenden Mediums

+ in Hypoxie-Pack

DCA-Behandlung

DCA-Behandlung+
Hypoxie

4 ml einer 15%ige DCA -Konzentration
(0,6 ml DCA : 3,4 ml Medium)

4ml einer 15%ige DCA -Konzentration
(0,6 ml DCA : 3,4 ml Medium)

+ in Hypoxie-Pack

Tabelle 22:

Reaction Mix (pro 50 ul)

ATP Assay Buffer 44 ul

ATP Probe 2 pl
ATP Converter 2 ul
Developer Mix 2 pl
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Tabelle 23:

ATP Assay Kit (Colorimetric)

Abnova, Taiwan

Protein Filter
Amicon Ultra 0,5ml 3k Membran

Millipore Corporation, Bedford USA

Homogenisierer Ultra-Turrax T8

IKA Labortechnik, Staufen
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