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Einleitung 1

1 Einleitung

In Deutschland stellen Krebserkrankungen neben den Herz-Kreislauf-Erkrankungen
die zweithaufigste Todesursache dar (1). Tumoren (Geschwilste) sind im weitesten
Sinn als jede Art von Gewebsschwellungen definiert. Im engeren Sinn versteht man
darunter Gewebsneubildungen (Neoplasien), unabhdngig davon, ob diese
Neoplasien gutartigen (benignen) oder bdsartigen (malignen) Charakters sind. Als

Krebs werden hingegen nur maligne Tumoren definiert.

1.1 Krebs

Im Gegensatz zu den benignen Veranderungen besitzen maligne Verdnderungen
das Potenzial zur Infiltration und Metastasierung des umgebenden Gewebes. Malig-
ne Tumoren kénnen aufgrund ihrer Herkunft in epitheliale Tumoren (Karzinome) und
mesenchymale Tumoren (Sarkome) untergliedert werden (2). Wahrend seiner Pro-
gression erwirbt der Tumor mindestens eine oder auch mehrere der sechs nachfol-

gend genannten Eigenschaften (2):

e die Fahigkeit, eigenstandig Wachstumssignale zu produzieren;
e die Unempfindlichkeit gegenlber antiproliferativen Signalen;

e die Fahigkeit, sich der Apoptose zu entziehen;

e die Fahigkeit zur unbegrenzten Zellteilung;

e die Fahigkeit zur Induktion der Angiogenese (GefaBneubildung);

e die Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung (2; 3).

2011 erweiterten Hanahan und Weinberg diese Eigenschaften um 2 weitere Fakto-
ren (3):

e Deregulierung der zellularen Energetik;

e Umgehung der Zerstérung durch Zellen des Immunsystems.

Jedoch besitzen nicht alle Zellen eines Tumors die gleichen Eigenschaften. Es han-
delt sich vielmehr um ein komplexes Gewebe, das aus einer Vielzahl verschiedener
Zellen besteht. Auch innerhalb der gleichen Zellart kdnnen sich deren Eigenschaften
stark voneinander unterscheiden (3).

Zur Tumorentstehung (Karzinogenese) kdnnen sowohl exogene als auch endogene
Faktoren beitragen. Zu den exogenen Faktoren (Kanzerogene) gehéren unter ande-
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rem chemische Substanzen, Strahlung und Onkoviren (Tabelle 1). Viele dieser Kan-
zerogene entfalten ihre Wirkung durch Mutationen im DNA-Molekul (2).

Tabelle 1: verschiedene Kanzerogene und die dadurch hervorgerufenen Tumoren
(modifiziert nach Bubendorf 2011 (2))

Chemische Substanzen

Aflatoxin Leberzellkarzinom (4)

Vinylchlorid Leberzellkarzinom (5)

Xenodstrogene' eventuell Assoziation mit Hodenkrebs (6)
Strahlung

Ultraviolette Strahlung Malignes Melanom (7)

Onkoviren

Hepatitis B, C Leberzellkarzinom (8)

Humanes Papillomavirus Condylome, Gebarmutterhalskrebs (9)
Eppstein-Barr-Virus B-, T-, NK-Zelllymphome, epitheliale Karzinome (8)

Zu den endogenen Faktoren zahlt man beispielsweise Gene, die durch Mutationen in
ihren Sequenzen zur Tumorentstehung beitragen. Diese Gene werden in drei Grup-
pen unterteilt (10):

e Tumorsuppressorgene,
e Onkogene,

e Stabilitdts- oder Reparaturgene.

Tumorsuppressorgene sind Gene, die in ihrer Wildtypform das Tumorwachstum
hemmen. Durch Loss-of-Function-Mutationen in diesen Genen verlieren
Tumorsuppressorgene ihre hemmende Wirkung und tragen so zur Tumorentstehung
bei. Zu der Familie der Tumorsuppressorgene gehéren unter anderem das Tumor-
protein 53 (TP53) und Phosphatase-und-Tensin-Homolog (PTEN) (10). Im Gegen-
satz dazu fihren Mutationen in Proto-Onkogenen, den Vorlaufern der Onkogene, zu
einem Funktionsgewinn (gain-of-function) und der konstitutiven Expression dieser
Gene. Zu den bekannten Onkogenen zahlen beispielsweise v-myc avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC) und Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS) (10). Sowohl Onkogene als auch Tumorsuppressorgene

' Als Xenodstrogene werden natiirliche oder synthetisch hergestellte chemische Verbindungen

(auch als endokrine Disruptoren bezeichnet) mit dstrogenartiger Wirkung bezeichnet.
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beeinflussen das Wachstumsverhalten von Tumorzellen. Beide tragen zur erhéhten
Proliferation z. B. durch Hemmung von Apoptose oder Zellzyklusarrest bei (10). Ab-
hangig vom Karyotyp® verschiedener Zellen, kdnnen Gene jedoch auch
Tumorsuppressorgene oder Proto-Onkogene darstellen (11). Dem gegenliber stehen
Stabilitaitsgene, die genetische Alterationen so minimal wie maoglich halten.
Stabilitatsgene kontrollieren beispielsweise die Mismatch-Reparatur (mismatch
repair), die Nukleotid-Exzisionsreparatur (nucleotide-excision repair) und die Basen-
Exzisionsreparatur (base-excision repair). Zur Klasse der Stabilitditsgene gehdren
unter anderem die ,ATM Serin/Threonin Kinase“ (ATM), ,Bloom syndrome, RecQ
helicase-like” (BLM) und ,breast cancer 1, early onset*(BRCAT) (10).

Neben den oben genannten Faktoren besitzt das Tumormikromilieu einen entschei-
denden Einfluss auf die Tumorprogression (3). Tumoren sind gekennzeichnet durch
abnormale Mikrovaskularisierung sowie ungleichméaBige Versorgung der einzelnen
Tumorzellen mit Blut (12). Diese Faktoren tragen zur Entstehung eines Mikromilieus
bei, welches sich stark vom Mikromilieu normaler Zellen unterscheidet (3; 12). Das
Tumormikromilieu hat Einfluss auf Tumorwachstum, Tumorprogression und Metasta-
sierung. Es ist ein zentraler Faktor fir die metabolische Reprogrammierung in Tumo-
ren und ist charakterisiert durch physikalische Eigenschaften wie Azidose®, hohe
Laktatkonzentrationen, Hypoxie* und Glukosemangel. Es besteht aus einer Vielzahl
verschiedener Zelltypen (Tumorzellen, Immunzellen, Stroma) (12-14). Stromazellen
tragen zur Tumorprogression z. B. durch Sekretion von Wachstumsfaktoren, Forde-
rung der Angiogenese und Sekretion von Serinproteasen, welche die extrazellulare
Matrix umbauen, bei (15).

1.1.1 Der Metabolismus als ein zentrales Charakteristikum von Tumorzellen

Auf dem Weg von einer physiologisch normalen Zelle zur Tumorzelle durchlauft die-
se eine Reihe metabolischer Veranderungen, die in einer verstarkten Abh&ngigkeit
von Glykolyse, Fettsauresynthese und vom Glutaminmetabolismus resultieren. Wei-
terhin ist bekannt, dass die Veranderungen im zellularen Metabolismus durch Onko-

gene und Tumorsuppressorgene gesteuert werden (16; 16-18).

2 Als Karyotyp werden die Eigenschaften des Chromosomensatzes einer Zelle, unter anderem in

Hinsicht auf ChromosomengréBe, -form und -anzahl, bezeichnet.

Die Ubersauerung des Gewebes (Azidose) wird durch das Absinken des extrazellularen pH-Werts
verursacht.

Hypoxische Gewebe weisen einen Sauerstoffmangel auf.

3
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Die Aminoséaure Glutamin ist ein essenzieller Baustein, der von den meisten Zellen
zur Proliferation bendtigt wird (19). Demzufolge sind viele Tumoren aufgrund der ver-
starkten Proliferation auf ein erhdhtes MaB an Glutamin angewiesen (16; 20). Der
verstarkte Glutaminmetabolismus ermdglicht es Tumorzellen durch Generierung von
ATP sowie die Biosynthese von Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden, kontinuierlich
zu wachsen (21; 22).

Neben der gesteigerten Aufnahme und Verstoffwechselung von Glutamin besitzen
viele Tumoren die Fahigkeit, Fettsauren de novo zu synthetisieren (23). Diese Fett-
sauren sind unter anderem zum Aufbau neuer Zellmembranen und zur Aufrechter-
haltung der Zellteilung essenziell.

Auf die Bedeutung der Glykolyse fiir den Tumormetabolismus wird im folgenden Ab-

schnitt naher eingegangen.

1.1.1.1 Die Glykolyse als ein zentraler Bestandteil des Tumormetabolismus

Wie bereits erwahnt, stellt die metabolische Reprogrammierung ein zentrales Cha-
rakteristikum solider Tumoren dar. Wahrend in nicht transformierten Zellen bei An-
wesenheit von Sauerstoff die Zellatmung zur Energiegewinnung genutzt wird, besit-
zen Tumorzellen die Fahigkeit, auch unter Anwesenheit von Sauerstoff Glukose wei-
ter zu Laktat zu fermentieren (24). Tumorzellen weisen eine verstarkte aerobe Glyko-
lyse im Vergleich zu nicht transformierten Zellen auf. Dieser Effekt wurde erstmals in
den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts durch Otto Warburg beschrieben (25; 26). Die
gesteigerte aerobe Glykolyse geht mit der erhéhten Expression vieler
glykolyserelevanter Gene einher. Diese Genexpression wird durch Mutationen, die
Proto-Onkogene aktivieren sowie Tumorsuppressorgene inaktivieren, beeinflusst.
Eine Auswahl verschiedener Onkoproteine sowie Tumorsuppressoren, die einen Ein-
fluss auf die Glykolyse besitzen, ist in Tabelle 2 aufgelistet. Besonders hervorzuhe-
ben ist das Onkoprotein Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 (Hif-1), das die Expression
vieler glykolyserelevanter Gene beeinflusst. Auf das Hif-1-Protein wird unter Ab-

schnitt 1.1.2 naher eingegangen.
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Tabelle 2: Auswahl einiger glykolyserelevanter Onkoproteine und Tumorsuppressoren

Glukosetransporter (Glut)

Glut 1 Hif-1 (27), Myc (28), Akt1 (29) P53 (30)
Glut 3 Hif-1 (27)

Glut 4 P53 (30)
Hexokinase |l Hif-1 (31; 32), Myc (33) P53 (34)
Glukosephosphat-lsomerase Hif-1 (31), Myc (28)

Phosphofruktokinase Myc (28)

Aldolase A Hif-1 (31)

HiL (9539 Wy 29
Phosphoglycerat-Kinase Hif-1 (37)

Phosphoglycerat-Mutase Myc (28) P53 (38)
Enolase Myc (28)

Pyruvat-Kinase M2 Hif-1 (37) Pml (39), Pten (40)
Laktatdehydrogenase A Hif-1 (31; 37), Myc (41)
Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 Hif-1 (42; 43), Myc (33)

Akt1 — v-akt murin thyoma viral oncogene homolog 1, Hif-1 — Hypoxie-induzierbarer Faktor 1, Myc —
-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog, P53 — Tumorprotein 53, Pml — promyelocytic
leukemia, Pten — Phosphatase-und-Tensin-Homolog

Tumorzellen unterscheiden sich nicht nur in der Glykolyserate, sondern auch in der
Expression anderer Isoformen der beteiligten Enzyme von normalen Zellen.

Die gesteigerte aerobe Glykolyse dient transformierten Zellen zur Aufrechterhaltung
der Menge der glykolytischen Intermediate. Diese Intermediate werden von Tumor-
zellen als Vorstufen zum Aufbau von Makromolekilen wie RNA, DNA und Lipiden
bendtigt. Die Synthese von Purinnukleotiden geschieht hier z. B. tber die Einschleu-
sung von Glukose-6-phosphat und Fruktose-6-phosphat in den Pentosephosphatweg
(21; 44). Diese Purinmolekile stellen unter anderem Komponenten von RNA, DNA,
ATP und NADH dar (Abb. 1) (21). Zur Bildung von Lipiden dienen die Intermediate
Dihydroxyacetonphosphat (DAP) und 3-Phosphoglycerat (21). Die aus DAP syntheti-
sierten Phospholipide werden von der Zelle zum Aufbau von Membranen und die
synthetisierten Triacylglycerole als Energiequelle genutzt (21). Aus 3-Phospho-
glycerat wird zunachst die Aminosaure Serin synthetisiert, welche anschlieBend zu
Lipiden weiterverarbeitet werden kann (21). Neben 3-Phosphoglycerat kénnen auch



Einleitung 6

Pyruvat, Phosphoenolpyruvat und Ribose-5-Phosphat (aus dem Pentosephosphat-
weg) von der Zelle als Vorstufen fir Aminosduren genutzt werden (Abb. 1 violette
Boxen) (21). Nicht zuletzt ist die verstarkte aerobe Glykolyse mit einer infausten
Prognose diverser Tumorentititen assoziiert. Die Uberexpression von
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase geht in nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-
nomen, die Uberexpression von Laktatdehydrogenase A und Pyruvat-
Dehydrogenase-Kinase 1 im multiplen Myelom und die Uberexpression von Pyruvat-
Kinase M2 im Plattenepithelkarzinom des Osophagus mit einer schlechten Prognose
des Patienten einher (45-47). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Uber-
expression der Phosphoglycerat-Kinase 1 sowie des Glukosetransporters 2 einen
direkten prognostischen Marker fiir das Uberleben von HCC-Patienten darstellt (48).
Des Weiteren zeigt sich die klinische Relevanz der erhéhten aeroben Glykolyse in
soliden Tumoren in der Entwicklung der '8F-fluorodeoxy-D-Glukose Positronen-
Emissions-Tomographie ('®F-FDG-PET) als bildgebendes Verfahren zur Detektion
von Tumoren. Fluordeoxy-D-Glukose (FDG) wird wie Glukose in die Zelle aufge-
nommen und phosphoryliert. Das phosphorylierte FDG kann anschlieBend jedoch
nicht mehr weiter verstoffwechselt werden (49; 50). Die Aufnahme von '®F-FDG in
die Zelle kann zur Prognose verschiedener Tumorentitaten genutzt werden. Erhéhte
Glykolyseraten, die durch eine verstarkte '®F-FDG Aufnahme angezeigt werden,
scheinen in vielen Tumoren flr eine schlechte Prognose zu sprechen (50). Anhand
der "®F-FDG-PET kann scheinbar eine Aussage iiber die Expression verschiedener
glykolyserelevanter Gene getroffen werden. Am Pankreaskarzinom konnte gezeigt
werden, dass die Aufnahme von "®F-FDG mit der Expression von Glut 1 und mégli-
cherweise auch Hexokinase Il korreliert (51). Die Glykolyse stellt dementsprechend

ein potenzielles Ziel fir die Therapie solider Tumoren dar.

1.1.1.1.1 Der Glykolysehemmer 2-Deoxy-D-Glukose

Es existiert eine Vielzahl von Glykolysehemmern, die verschiedene glykolyse-
relevante Enzyme inhibieren. Eine Auswahl dieser Glykolysehemmer ist in der Abb. 1
aufgefihrt (52-66).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Glykolyse

Gezeigt sind Vorstufen wichtiger Intermediate (violett) sowie eine Auswahl an Glykolysehemmern
(orange). 3BrPA — 3-Brompyruvat, Glut— Glukosetransporter, 2-DG — 2-Deoxy-D-Glukose, 3PO —
3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one, C — Kohlenstoff
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An dieser Stelle soll ausschlieBlich auf den Glykolysehemmer 2-Deoxy-D-Glukose
(2-DG) eingegangen werden. 2-DG ist ein nicht-metabolisierbares Glukoseanalogon
aus der Familie der Antimetabolite. Es wird wie Glukose Uber Glukosetransporter in
die Zelle aufgenommen und durch eine Hexokinase phosphoryliert. Im Gegensatz zu
Glukose-6-phosphat kann 2-Deoxy-D-Glukose-6-phosphat (2-DG-6-P) jedoch nicht
weiter verstoffwechselt werden. 2-DG-6-P reichert sich in der Zelle an und hemmt die
ersten beiden enzymatischen Schritte der Glykolyse (Abb. 1) (53; 59). Diese Hem-
mung fahrt einerseits dazu, dass Glukose nicht zu Pyruvat abgebaut werden kann,
und andererseits zur Reduktion von verfligbarem ATP (53).

Die Behandlung mit 2-DG fahrt z. B. zur Induktion apoptotischer Signalwege in hu-
manen alveolaren Rhabdomyosarkomzelllinien in vitro, zur verminderten Angioge-
nese im murinen Retinoblastom in vivo und zu Zellzyklusarrest sowie zum Teil zu
Apoptose in Ovarialkarzinom-, Glioblastom- und Plattenepithelkarzinomzelllinien des
Kopf-Hals-Bereichs in vitro (67-69). Weiterhin scheint 2-DG das Potenzial als antivi-
rales Therapeutikum zu besitzen. Untersuchungen konnten zeigen, dass 2-DG die
Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus-Replikation sowie die Transkription des hu-
manen Papillomavirus 18 hemmt (70; 71). Zudem erhéht 2-DG die Sensitivitdt von
Tumorzellen gegentiber Chemo- und Radiotherapie. In der Brustkrebszelllinie SkBr3
fuhrt die Kombination von 2-DG mit verschiedenen Chemotherapeutika, darunter
z. B. 5-Fluorouracil (5-FU), Doxorubicin und Cisplatin, zu einem verstarkten antiproli-
ferativen Effekt im Vergleich zur alleinigen Gabe der verschiedenen Substanzen (72).
Auch tragt 2-DG zur Sensibilisierung von Tumorzellen gegeniber Radiotherapie bei
(73-75), wobei sich 2-DG protektiv auf normales Gewebe (welches den Tumor
umgibt) auswirkt (76; 77). Des Weiteren besitzt 2-DG einen antiproliferativen Effekt in

wirkstoffresistenten Zellen (78; 79).

1.1.2 Der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor 1 (Hif-1)

Wie bereits erwahnt, spielt das Onkoprotein Hif-1 bei der Glykolyse solider Tumoren
eine wichtige Rolle (Tabelle 2). Die erhdhte Expression der sauerstoffabhangig regu-
lierten Untereinheit Hif-1a geht oft mit einer schlechten Prognose flr den Krebspati-
enten einher (27; 80-82).

Wahrend der Tumorprogression kommt es haufig zur Ausbildung hypoxischer Areale.

Die Entwicklung solcher Areale beruht unter anderem auf der Uberschreitung der
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maximalen Sauerstofffdiffusionsstrecke im Gewebe (< 70um), der Bildung strukturell
und funktional abnormaler Mikrogefé3e sowie der Entstehung tumorassoziierter oder
therapieinduzierter Anamie (83). Die Adaptation der hypoxischen Zellen an das ver-
anderte Mikromilieu wird durch Hif-1 vermittelt. Hif-1 beeinflusst dabei beispielsweise

Zellproliferation, Angiogenese und Zellmetabolismus (84).

1.1.2.1 Struktureller Aufbau von Hif-1

Das Protein Hif-1 ist ein Heterodimer, dass aus einer konstitutiv exprimierten, aber
sauerstoffabhangig regulierten a-Untereinheit sowie einer konstitutiv exprimierten
B-Untereinheit (Arnt, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) besteht (85).
Aktuell sind drei Formen der a- (Hif-1a, Hif-2a, Hif-3a) und B-Untereinheit (Arntt,
Arnt2, Arnt3) bekannt. Es dimerisieren jedoch nur Hif-1a und Hif-2a mit Arnt (86). Im
Folgenden soll ndher auf die Untereinheiten Hif-1a und Arnt eingegangen werden.
Beide Proteine besitzen eine Reihe an strukturell &hnlichen Motiven. Hierzu gehért
zum einen die aminoterminale Basic-Helix-Loop-Helix-Doméane (bHLH), welche zur
Dimerisierung beider Untereinheiten und zur DNA-Bindung bendtigt wird, und zum
anderen 2 aminoterminale PER-ARNT-SIM (PAS) Domaéanen (PAS-A, PAS-B), von
denen eine oder mdglicherweise beide Doméanen zur Dimerisierung und nuklearen
Lokalisierung dienen (87-90). Wahrend die a-Untereinheit spezifisch fur Hif-1 ist,
kann die [B-Untereinheit auch mit anderen Proteinen der bHLH-PAS-Familie
dimerisieren (89; 90). Beide Proteine tragen Transaktivierungsdoméanen (TAD) im
carboxyterminalen Bereich. Hif-1a besitzt 2 TAD — eine aminoterminale (N-) und eine
carboxyterminale, sauerstoffregulierte (C-) TAD (91; 92). Die N--TAD von Hif-1a
Uberlappt partiell mit der sauerstoffabhangigen Degradierungsdoméne (ODDD) (93).
Die Rekrutierung verschiedener Kofaktoren wie z. B. CREB Bindeprotein/E1A Binde-
protein p300 (Crebbp/Ep300) wird durch die C-TAD von Hif-1a vermittelt (Abb. 2)
(94; 95).

N — bHLH PAS-A PAS-B ODDD N-TAD C-TAD —C

Abb. 2: Proteinstruktur des humanen Hif-1a

Hif-1a besteht aus 2 aminoterminalen PAS Doméanen, 2 carboxyterminalen TAD Doméanen und einer
sauerstoffabhangigen Degradierungsdoméane (modifiziert nach Lisy et al. (86)).

bHLH — Basic-Helix-Loop-Helix-Domane, PAS — PER-ARNT-SIM-Domé&ne, ODDD - sauerstoffabhén-
gige Degradierungsdoméne, TAD — Transaktivierungsdoméne
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1.1.2.2 Sauerstoffabhangige und -unabhangige Regulation von Hif-1a

1.1.2.2.1 Sauerstoffabhangige Regulation

Normoxie

Unter normoxischen® Bedingungen wird die transkriptionelle Aktivitit von Hif-1a
durch Asparaginhydroxylasen und die Degradierung durch Prolinhydroxylasen (Egin,
egl-9 family hypoxia-inducible factor) gesteuert. Beide Hydroxylasen bendtigen Sau-
erstoff flr ihre enzymatische Aktivitat (96; 97).

Die Aktivitat der C-TAD wird durch die Hydroxylierung eines Asparaginylrestes
(Asn803) beeinflusst. Die Hydroxylierung durch den Hif-1-hemmenden Faktor
(Hif1an) fihrt zur Blockade der Bindung der Kofaktoren Crebbp/Ep300 und somit zur
Inhibition der transkriptionellen Aktivitat von Hif-1 (97).

Die Hif-1a-Proteinstabilitat wird negativ durch Prolinhydroxylasen beeinflusst. Diese
Prolinhydroxylasen katalysieren die Hydroxylierung von 2 Prolinresten (Pro402 und
Pro564) innerhalb der ODD-Doméne (96; 98-100). Diese Hydroxylierung fuhrt zur
Bindung des Von-Hippel-Lindau-Proteins (Vhl, von Hippel-Lindau tumor suppressor,
E3 ubiquitin protein ligase) und dadurch zur Degradierung von Hif-1a (101). Vhl ist
Bestandteil eines E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, zu dem auch Cullin 2, Ring-Box 1
E3 ubiquitin protein ligase (Rbx1), Elongin B und C gehdéren. Der Vhl-Komplex
polyubiquitinyliert Hif-1a und markiert es somit zur Degradierung durch das
26S-Proteasom (102; 103). Eine Mutation im VHL, z. B. beim Von-Hippel-Lindau-
Syndrom, fihrt zu einer konstanten Expression von Hif-1-Zielgenen, auch unter
Normoxie (101). Ob die Interaktion von Hif-1a und Ard1 zur Acetylierung und
Destabilisation von Hif-1a flhrt, wird kontrovers diskutiert (104-106).

Hypoxie

Bei Sauerstoffmangel wird die negative Regulation der Proteinstabilitat und
transkriptionellen Aktivitdt von Hif-1a, die unter normoxischen Bedingungen herrscht,
aufgehoben. Hif-1a akkumuliert im Zytoplasma, transloziert in den Zellkern und
dimerisiert dort mit Arnt (107). Das Heterodimer bindet anschlieBend an die

cis-wirkenden hypoxia-response elements (HRE) in Hif-1-Zielgenen. Das HRE be-

® Normoxie beschreibt den Zustand von Geweben und Organen, bei dem der Sauerstoffpartialdruck
im Normalbereich des jeweiligen Gewebes oder Organs liegt.
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steht aus einer kurzen Konsensussequenz 5-RCGTG-3', die in der Promotor- oder
Enhancerregion der Zielgene liegt (108). Wie bereits erwahnt, erfolgt die Rekrutie-

rung von Kofaktoren Uber die C-TAD von Hif-1a.

1.1.2.2.2 Sauerstoffunabhangige Regulation

Die Regulation von Hif-1 kann durch verschiedene Faktoren auch sauerstoffunab-
héangig erfolgen. Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine kénnen zur Stabilisie-
rung von Hif-1a unter Normoxie beitragen. Hierzu gehdren z. B. Insulin, insulindhnli-
cher Wachstumsfaktor 2 (Igf2), epidermaler Wachstumsfaktor (Egf), Prostaglandin E;
und Interleukin-13 (l11b) (109-115). Weiterhin wird die erhdhte Hif-1a-Expression
durch Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsupressorgenen ge-
steuert (Abb. 3).

i { i
HIF1A Hif-1a Hif-1a Hif-1 Hif-1
- - - -
mRNA Proteinsynthese Proteinstabilisierung DNA-Bindung Transaktivierung
Stk11 p53 Cdkn2a
Pml Vhi
Pten

Abb. 3: Regulation von Hif-1 durch Onkoproteine und Tumorsuppressoren

Der Funktionsverlust von Tumorsuppressoren (griin) sowie der Funktionsgewinn von Onkoproteinen
(rot) stimuliert die Hif-1-Aktivitat (modifiziert nach Semenza 2012 (116)). Akt — v-akt murin thyoma viral
oncogene homolog, Cdkn2a — cyclinabhangiger Kinaseinhibitor 2A, HBV X — Hepatitis-B-Virus Protein
X, HPV E6/E7 — humanes Papillomavirus transforming protein E6/E7, p53 — Tumorprotein 53, Pi3k —
Phosphatidylinositol-3-Kinase, Pml— promyelotic leukemia, Pten— Phosphatase- und-Tensin-
Homolog, Ras — rat sarcoma viral oncogene homolog, Src — SRC Proto-Onkogen Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinase, Stk11 — Serin/Threonin-Kinase 11, Vhl — Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor

Hierbei scheinen die Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase- (Pi3k) und
~mitogen-activated protein kinase“Signalwegs (Mapk-Signalweg) eine zentrale Rolle

zu spielen (112; 117).
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1.1.3 Das Phanomen der Chemotherapieresistenz

Die Entstehung bzw. das Vorhandensein einer Chemotherapieresistenz in Tumorzel-
len stellt den primaren Grund fir das Therapieversagen bei einer Vielzahl von Pati-
enten dar (118). Hierbei unterscheidet man zwischen der primaren und der sekunda-
ren Resistenz. Die primare Resistenz, auch intrinsische Resistenz genannt, wird
durch genetische Alterationen, die schon vor der Behandlung der Tumorzellen exis-
tieren, hervorgerufen. Die sekundare Resistenz, auch erworbene Resistenz genannt,
wird durch Genommutationen sowie epigenetische Veranderungen in den Tumorzel-
len bei Behandlung mit Chemotherapeutika verursacht (118). Die Chemotherapie-
resistenz ist meist multifaktoriell. Neben den zelluldren Resistenzmechanismen kén-
nen auch unzureichende intratumorale Wirkstoffkonzentrationen, ungleichmaBige
Verteilung der Wirkstoffe im Tumor, das Tumormikromilieu sowie der leberspezifi-
sche Medikamentenmetabolismus zur Resistenzentstehung beitragen (13; 119-121).
Zu den zellularen Mechanismen z&hlen (118; 122):

e Vermeidung der Apoptose (beispielsweise durch aktivierende Mutationen in
Onkogenen oder inaktivierende Mutationen in Tumorsuppressorgenen);

e verringerte intrazellulare Wirkstoffkonzentrationen durch verstarkten Export,
z. B. durch erhéhte Expression des P-Glykoproteins, des multidrug resistance-
associated protein-1 (Mrp1) und ,ATP-binding cassette, sub-family G, member
2 (Abcg?2);

e verstarkte DNA-Reparaturmechanismen;

e enzymatische Inaktivierung von Wirkstoffen;

e Anderungen in den Strukturen der Wirkstoffziele.

Das Tumormikromilieu stellt, wie zuvor erwahnt, eine weitere wichtige Komponente
in der Resistenzentstehung dar und ist neben anderen Faktoren auch durch die Aus-
bildung hypoxischer Areale gekennzeichnet (12; 13). Die Anpassung an das
hypoxische Milieu wird durch Hif-1 gesteuert. Es foérdert z. B. den Transport der
Wirkstoffe aus der Zelle, die Inhibition der Apoptose und die Resistenz gegentber
DNA schadigenden Substanzen (123). Das Protein Hif-1 spielt demzufolge eine zent-
rale Rolle bei der Entstehung von Chemotherapieresistenz von Tumorzellen.
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1.2 Das Hepatozellulare Karzinom

2012 stellte das Hepatozellulare Karzinom (HCC) die flnfthaufigste Krebsart und
zweithaufigste Krebstodesursache weltweit dar (www.globocan.iarc.fr) (124). In
Deutschland steht das HCC an sechster Stelle der haufigsten Krebstodesursachen
bei Mannern und an elfter Stelle bei Frauen (125). Die Zahl der Neuerkrankungen
steigt jahrlich und die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug 2010 deutschlandweit nur
12 % (126). Auch in anderen westlichen Nationen nimmt die Inzidenz seit Jahren zu
(127). Neben der wachsenden Anzahl der Neuerkrankungen stellen auch die
Chemotherapieresistenz sowie die zumeist spate Diagnosestellung im inoperablen
Stadium zentrale Probleme der Therapie des HCC dar (128).

1.2.1 Atiologie und Risikofaktoren

Beim HCC handelt es sich um eine komplexe Erkrankung, die mit vielen Risikofakto-
ren assoziiert ist. Viele dieser Risikofaktoren bedingen Leberzirrhosen, welche wie-
derum die Basis der Entstehung der meisten HCC (ca. 80 %) darstellen (129). Die
Entwicklung des HCC aus nichtzirrhotischen Lebern ist oftmals verbunden mit Hepa-
titis-B-Virus-Infektionen, der Aufnahme von Aflatoxinen und/oder der Ausbildung von
nichtalkoholischen Fettlebererkrankungen (130). Des Weiteren stellt der Alkohol-
missbrauch einen HCC-bedingenden Risikofaktor dar.

Virale Infektionen zdhlen zu den gréBten Risikofaktoren weltweit. Hierzu gehdren
chronische Infektionen mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV) in Asien und Afrika, sowie
mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) in westlichen Landern und Japan (131).

Neben den viralen Hepatiden stellt der Missbrauch von Alkohol ein zunehmendes
Risiko fur die Entstehung eines HCC dar. Der Konsum von mehr als 80 g Alkohol
taglich Uber einen Zeitraum von 10 Jahren erh6ht das Risiko der Entwicklung eines
Leberzellkarzinoms. Auch hierbei induziert der Alkoholmissbrauch eine Leberzirrho-
se, die zur Bildung eines HCC fuhrt. Weiterhin fuhrt Alkoholmissbrauch in Patienten
mit bestehender HCV-Infektion oftmals zur Verdoppelung des Risikos der Entste-
hung eines HCC (132).

Aflatoxine sind Sekundarmetabolite der Pilzarten Aspergillus flavus und Aspergillus
parasiticus. Sie entstehen oftmals bei falscher Nahrungsmittellagerung. Die
Aflatoxinexposition allein kann schon ein HCC verursachen (4). In Verbindung mit
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einer bestehenden HBV-Infektion erhdht die Aflatoxinexposition das Risiko der Ent-
stehung eines Leberzellkarzinoms um ein Vielfaches (4).

Zu den nichtalkoholischen Fettlebererkrankungen (NAFLD) zahlen unter anderem die
Steatose®, die nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) und die Fettleberzirrhose.
Diabetes und Adipositas zahlen zu den Risikofaktoren, die zur Entwicklung einer
NAFLD beitragen (130; 133). Beide werden zusammen mit weiteren Faktoren unter
dem Begriff Metabolisches Syndrom’ zusammengefasst (129; 134). Nichtalkoholi-
sche Fettlebererkrankungen sind in den meisten Fallen benign. Bei ca. 20 % der Er-
krankten liegt jedoch eine NASH vor, welche die Basis fir eine Zirrhose darstellen
kann (130).

1.2.2 Behandlungsmoglichkeiten des HCC

Die Behandlung des HCC erfolgt je nach Stadium kurativ oder palliativ. Einige dieser
Behandlungsmdglichkeiten sollen im Folgenden kurz erlautert werden.

1.2.2.1 Kurative Behandlungsformen

Leberresektion, Lebertransplantation, perkutane Alkoholinjektion (PEI) und Radiofre-
quenz-Thermoablation (RFA) stellen die drei kurativen Therapieformen zur Behand-
lung des HCC dar.

Leberresektion

Eine Leberresektion kommt nur fir Patienten mit ausreichender Leberfunktion infra-
ge. Zudem sollte das HCC nicht auf Basis einer chronischen Lebererkrankung ent-
standen sein. Da 80 % der HCC in zirrhotischen Lebern entstehen, kann eine Resek-
tion nur bei einer geringen Prozentzahl der Patienten durchgefihrt werden. Die 5-

Jahres-Uberlebensrate nach partieller Hepatektomie betragt ca. 50-70 % (135; 136).

Die Steatose, auch Fettleber genannt, ist eine krankhafte Leberveranderung, verursacht durch
die vermehrte Einlagerung von Triglyzeriden.

Das Metabolische Syndrom bezeichnet eine Kombination aus Insulinresistenz, abdomineller
Adipositas, Hypertonie und Dyslipoproteinamie.
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Lebertransplantation

Sollte eine Leberresektion (partielle Hepatektomie) nicht méglich sein, kann eine Le-
bertransplantation in Betracht gezogen werden. Die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser
Patienten betragt bis zu 70 % (135; 137-139).

Lokale Therapie — perkutane Ablationen

Die perkutanen Ablationen (Substanzinjektionen und herbeigefiihrte Temperaturan-
derungen) zdhlen neben der transarteriellen Chemoembolisation (1.2.2.2) zur den
lokalen Therapieformen. Zu den 2 gangigsten Verfahren gehéren die perkutane
Ethanolinjektion (PEIl), bei der 95-prozentiger Ethanol in den Tumorknoten injiziert
wird, und die Radiofrequenz-Thermoablation (RFA), bei der hohe Temperaturen im
Tumor induziert werden (140; 141). Beide Verfahren werden unter Sichtkontrolle mit
Ultraschall oder Computertomografie durchgefihrt und kommen dann zur Anwen-
dung, wenn neben einem HCC noch Begleiterkrankungen (z. B. Zirrhose, Hepatitis)
auftreten (141). Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit einem Knoten unter
2 cm betragt hier 50-80 % (137; 141).

1.2.2.2 Palliative Behandlungsformen

Aufgrund der spaten Diagnosestellung besitzen kurative Therapieverfahren nur fir
ca. 30 % der Patienten einen Stellenwert (139). Der GroBteil der diagnostizierten

HCC kann nur noch palliativ therapiert werden.

Lokale Therapie — transarterielle Chemoembolisation

Bei der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) wird ein Katheter Uber die Le-
berarterie, welche fast die komplette Blutversorgung der Leber Gbernimmt, bis vor
den Tumor geschoben. Uber diesen Katheter werden zytotoxische Chemotherapeu-
tika sowie Agens, die einen Arterienverschluss verursachen, injiziert. Beides fuhrt zu

Nekrosen und zur Inhibition der Tumorprogression (137; 141).

Zielgerichtete Therapien — Sorafenib

In den letzten Jahren nimmt die zielgerichtete Therapie einen immer gréBeren Stel-
lenwert in der Therapie verschiedener Tumorentitaten ein (142-144). Wahrend die

konventionelle Chemotherapie auf einen antiproliferativen Effekt in den Tumorzellen
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abzielt oder diese abtétet, greift die zielgerichtete Therapie in gestdrte Signalwege
der Tumorzellen ein. Fir die Behandlung des HCC wird aktuell der
Multikinaseinihibitor Sorafenib empfohlen. Sorafenib greift in die Tumorproliferation
und Angiogenese® ein. Dabei inhibiert es z. B. die Phosphorylierung von mitogen-
activated protein kinase kinase (Map2k) und Mapk. Beide Kinasen sind Bestanditeil
des Ras/Raf/Map2k/Mapk-Signalwegs (rat sarcoma viral oncogene homolog/Raf pro-
to-oncogene/Map2k/Mapk), der unter anderem zellulare Prozesse wie Proliferation,
Genexpression und Apoptose steuert (145; 146).

® Als Angiogenese wird die Neubildung von GefaBen bezeichnet.



Einleitung 17

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Hepatozellulare Karzinom weist eine steigende Inzidenz in Europa und den Ver-
einigten Staaten auf. Zudem ist es durch eine infauste Prognose charakterisiert. Die
5-Jahres-Uberlebensrate betragt deutschlandweit nur 12 %. Die spate Diagnosestel-
lung im meist inoperablen Stadium sowie das Fehlen kurativer Therapieformen stel-
len zentrale Probleme in der Therapie des HCC dar. Nicht zuletzt ist es durch eine
ausgepragte primare Resistenz gegenlber systemischen Chemotherapeutika ge-
kennzeichnet. Vor diesen Hintergrund ist die Charakterisierung resistenzvermitteln-
der Mechanismen fir die Entwicklung innovativer Therapieformen von hoher Bedeu-
tung.

Tumorzellen sind durch metabolische Alterationen, wie z.B. eine gesteigerte
Glykolyserate, gekennzeichnet. Es ist bekannt, dass der Hypoxie-induzierbare
Transkriptionsfaktor Hif-1 die Expression glykolyserelevanter Gene beeinflusst. Da-
riber hinaus ist Hif-1 an der Vermittlung von Chemotherapieresistenz beteiligt. Im
ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der Glykolyse fir die Tumor-
progression des Hepatozellularen Karzinoms in Abhangigkeit von Hif-1 ermittelt wer-
den. Hierzu wurden zwei humane HCC-Zelllinien sowie ein transgenes HCC-
Mausmodell mit dem Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose behandelt. Um die Be-
deutung von Hif-1 naher zu analysieren, sollten zeitgleich Hif-1a-defiziente Zelllinien
sowie Mause mit funktionell inaktivem Hif-1a auf ihr Verhalten gegentiber 2-DG un-
tersucht werden. Im Anschluss erfolgte die ndhere Charakterisierung der Mechanis-
men, welche zur Glykolysehemmung fUhrten. Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine
Analyse der resistenzvermittelnden Mechanismen erfolgen. Hierzu war zundchst die
Erzeugung 2-DG -resistenter HCC-Zelllinien erforderlich. AnschlieBend sollten diese
Zellen naher charakterisiert und in Hinsicht méglicher resistenzvermittelnder Mecha-

nismen analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle verwendeten Grundchemikalien, L&sungsmittel, Puffersubstanzen sowie
Detergenzien wurden von den Firmen Merck KGaA, Carl Roth GmbH + Co. KG und
Sigma-Aldrich Co. bezogen und werden in der folgenden Darstellung nicht einzeln
aufgefthrt. Samtliche Primer wurden von TIB Molbiol Syntheselabor GmbH syntheti-
siert. Plastikware wurde von den Firmen Eppendorf AG, VWR International, Bio Rad
Laboratories, Becton; Dickinson and Company, Corning Incorporated und Sarstedt
AG & Co. bezogen.

2.1.1 Eukaryotische Zelllinien und verwendete Medien

2.1.1.1 Ursprungszellen

Die Hep G2-Zelllinie ist eine adharent wachsende humane Leberzellkarzinomzelllinie
mit epithelialer Morphologie. Sie wurde aus der Leber eines 15 Jahre alten Kaukasi-
ers gewonnen.

Bei der SK-HEP-1-Zelllinie handelt es sich ebenfalls um eine adharent wachsende
humane Leberadenokarzinomzelllinie mit epithelialer Morphologie. Sie stammt aus
der Aszitesfllissigkeit eines 52 Jahre alten Kaukasiers.

2.1.1.2 Funktionelle Inaktivierung von Hif-1a in Zellen

Zellen mit funktioneller Inaktivierung des Hif-1a (HIF-) waren durch Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe bereits vorhanden (147). Eine funktionelle Inaktivierung des Hif-1a
wurde hier durch lentiviral-vermittelte RNA-Interferenz (RNAI) erreicht. Beide Zellli-
nien, die mit einem Plasmid mit nicht-kodierender shRNA (scrambled, SCR)

transduziert wurden, dienten als entsprechende Kontrollzellen.

2.1.1.3 Herstellung 2-Deoxy-D-Glukose-resistenter Hep G2- und SK-HEP-1-
Zellen

Um eine Resistenz gegeniber 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG) hervorzurufen, wurden
sowohl Hep G2- als auch SK-HEP-1-Wildtyp-Zellen mit steigenden 2-DG-
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Konzentrationen behandelt. Als initiale Konzentration wurde die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) bzw. die halbe ICso gewahlt. Die Behandlung mit jeder 2-DG-
Konzentration erfolgte in 3 Zyklen zu jeweils 120 h in 75-cm?®-Zellkulturflaschen. Zwi-
schen den einzelnen Zyklen erfolgte eine Erholungsphase, in der die Zellen bis zu
einer Konfluenz von 95 % in normalem Zellkulturmedium inkubiert wurden. Die hier

gewahlte Methode ist international etabliert (148-150).

2-DG-Konzentrationen:
Hep G2 0,5 mM; 1 mM (ICsp); 4 mM; 8 mM; 12 mM
SK-HEP-1 0,25 mM (ICsp); 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 3 mM; 4 mM

2.1.1.4 Zellkulturmedien und Zusatze

Alle Hep G2-Zellen wurden in DMEM-Medium und alle SK-HEP-1-Zellen in RPMI-
Medium mit folgenden Zusatzen inkubiert:

e DMEM high glucose (4,5 g/l Glukose, Gibco), 10 % FBS (Biochrom AG), 1 %
Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml/10000 pg/ml  (Biochrom AG), 1%
GlutaMAX-I 100 x (Gibco);

e RPMI 1640 x (2 g/l Glukose, Gibco), 10 % FBS (Biochrom AG), 1 % Penicil-
lin/Streptomycin 10000 U/mI/10000 pg/ml (Biochrom AG), 1 % GlutaMAX-I
100 x (Gibco).

FOr Experimente mit glukosereduziertem Medium wurden glukosefreies RPMI- und
glukosereduziertes DMEM-Medium verwendet (Zusatze wie oben). Die entsprechen-
de Glukosemenge (0,5 g/l) wurde dem RPMI zugefligt:

e DMEM, low glucose (1 g/l), GlutaMAX;

e RPMI 1640 Medium, no glucose;

e D-(+)-Glukose Lésung 45 % (Sigma-Aldrich Co.).
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2.1.2 Primare und sekundare Antikorper

Alle Antikérper wurden nach Herstellerangaben aufbewahrt.

Tabelle 3: Primére Antikorper

Antikrper Spezies Hersteller Verdiinnung Waschpuffer
Kaninchen  Cell Signalling 1:1000 i
AMPKa (23A3) monoklonal Technology 5% BSA TBS-T TBS-T
Phospho-AMPKa (Thr172) Kaninchen  Cell Signalling 1:1000 TBS-T
(40H9) monoklonal Technology 5 % BSA TBS-T
. Kaninchen  Cell Signalling 1:1000 i
P70 S6 Kinase (49D7) monoklonal Technology 5% BSA TBS-T TBS-T
Phospho-p70 S6 Kinase Kaninchen  Cell Signalling 5 o 1I?:>1S(X)$BS- TBS-T
(Thr389) (108D2) monoklonal Technology ° Ten
p44/42 MAPK (Erk1/2) Kaninchen  Cell Signalling 1:1000 TBS-T
(137F5) monoklonal Technology 5 % BSA TBS-T
Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) Kaninchen  Cell Signalling 1:2500 TBS-T
(Hr202/Tyr204)(D13.14.4E)  monoklonal Technology 5 % BSA TBS-T
XP
: 1:625
HIF-1a (C-Term) Kaninchen — Cayman Che- 5o/ \1o0ermilch PBS-T
polyklonal mical PBS-T
. 1:1000
YY1 (C-20) Kaninchen — Santa Gruz g o, \1a0ermilch PBS-T
polyklonal Biotechnology PBS-T
BSA — Bovines Serum Albumin
Tabelle 4: Sekundéarer Antikorper
Antikdrper Spezies Hersteller Verdiinnung
Ziege anti-Kaninchen Ziege 1:10000
Horseradish Peroxidase polykﬁ)nal Dianova in PBS-T oder TBS-T 5 % Mager-

konjugiert

milch, je nach primarem Antikdrper
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2.1.3 Primer

Alle Primer wurden in einer Konzentration von 10 pmol/ul eingesetzt.

Murine Primer (Genotypisierunq)

HIF24 GCA GTT AAG AGC ACT AGT TG
HIF25 GGA GCT ATC TCT CTAGACC
NewCre_F GCC AGC TAAACATGC TTC ATC
NewCre_R ATT GCC CCT GTTTCACTATCC

Humane Primer (quantitative Real-Time-PCR)

Ca9_F TAA GCA GCT CCA CAC CCT CT
Ca9_R TCT CAT CTG CAC AAG GAA CG
Calreticul_L GAC ATG CAC GGA GAC TCA GA
Calreticul_R GAA GTC CCAATC GTCTTC CA
Glut1_F GCC TGG ATC TCC CCACTC TAG
Glut1_R CAG GTA AAG AAAGATTAATTTGAGTGG TT
GRP78_L CCT GTG GCT GGA CTG CCT GC
GRP78_R ACG CCG ACG CAG GAG TAG GT
GRP94_L TTG ATG GGA AGA GGT TCC AG
GRP94_R GTT GCC AGACCATCCGTACT

HIF KnDo_F CCG CTG GAG ACACAATCATA

HIF KnDo_R CTT CCT CAAGTT GCT GGT CA
PGK1-551_F AGA AGG GAA GGG AAAAGATGC T
PGK1-627_R GTG AAG CTC GGAAAG CTT CTATTT
Beta-Aktin_F TGC ATT GTT ACA GGA AGT CCCTT

Beta-Aktin_F GGG AGA GGA CTG GGC CAT
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2.1.4 Puffer und Lésungen

Alle nicht aufgefiihrten Puffer wurden nach Herstellerangaben angesetzt.

Allgemeine L6sungen und Puffer

DNA Ladepuffer

40 % Glycerol; 0,2 M EDTA; 1 x TAE Spatelspitze Xylencyanolblau, mit
bidest. Wasser auffillen

DTT 100 mM 100 mM in bidest. Wasser

EDTA 500 mM 500 mM EDTA in bidest. Wasser I6sen, pH 8 einstellen
KCI1M 1 M KCl in bidest. Wasser

KosHPO41 M 1 M K;HPO, in bidest. Wasser

MgCl, 500 mM 500 mM MgCl, in bidest. Wasser

NaCl 5 M 5 M NaCl in bidest. Wasser

NaF 500 mM 500 mM NaF in bidest. Wasser

NazVO, 100 mM

100 mM NazVOy, in bidest. Wasser I6sen, pH 10 einstellen, wenn Lésung
gelb wird, ggf. mehfach kochen und pH-Werteinstellen

NP 40 12,5 %

125 pl Nonidet P 40, 875 pl bidest. Wasser

PMSF 100 mM

100 mM in 96 % Ethanol

Propidiumiodid-Ldsung

20 ml PBS, 400 pl Propidiumiodid (1 mg/ml), 40 pl RNase (10 mg/ml)

Proteaseinhibitor

1 Tablette cOmplete Protease Inhibitor Cocktail in 2 ml bidest. Wasser

2429 Tris; 57,1 ml 100 % Essigsaure; 100 ml EDTA (0,5 mM; pH 8) ad

TAE 50x 11 bidest. Wasser; pH auf 8,5 einstellen
TBS 10x 80g NaCl, 2g KCl, 30g Tris, pH 7,4
SDS 20 % 20g in 100 ml bidest. Wasser

Puffer fir Kernextrakte

Puffer A

10 mM Tris pH 7,9; 10 mM KCl; 1,5 mM MgCl,; 10 % [v/v] Glycerol;

10 mM K,HPO,; 1 mM NazVO,; 10 mM NaF

Aliquots bei -20 °C:.0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF

vor Gebrauch:1 Aliquot + 940 pl Puffer A; 40 pl Proteaseinhibitor; 10 pl
Phosphataseinhibitor
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20 mM Tris pH 7,9; 0,42 mM NacCl; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA; 10 %
[v/v] Glycerol; 10 mM K;HPO,; 1 mM NasVO,4; 10 mM NaF

Puffer C Aliguots bei -20 °C: 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF
vor Gebrauch: 1 Aliquot + 141 pl Puffer C; 6 pl Proteaseinhibitor; 1,5 pl
Phosphataseinhibitor

Puffer fiir Gesamtproteinextrakte

10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,25 % [v/v] SDS; 10 mg/ml
Natriumdeoxycholat, 1 % [v/v] Nonidet P 40

RIPA Aliquot bei -20 °C: 1 mM NazgVO,4, 1 mM DTT; 2 mM PMSF
vor Gebrauch: 1 Aliquot + 929,2 ul RIPA; 4,4x10'4 TIU/mg Aprotonin; 2
UM Leupeptin; 100 mM B-Mercaptoethanol

Puffer fliir SDS-Gel und Western-Blot

Je nach Herstellerangabe wurde TBS-T oder PBS-T als Waschpuffer verwendet.

Sammelgelpuffer 4x 0,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 6,8 einstellen

Trenngelpuffer 4x 1,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 8,8 einstellen

Laufpuffer 10x 0,25 M Tris; 1,9 M Glycin; 1 % SDS; pH 8,8 stellt sich automatisch ein
Transferpuffer 10x 0,25 M Tris; 1,9 M Glycin, pH 8,0 automatisch

Transferpuffer 1x 10 % 10 x Transferpuffer, 20 % Ethanol (96 %), 70 % bidest. Wasser

20 ml 10 % SDS, 3,1 ml Tris (2 M pH 8) ad 100 ml bidest. Wasser

Strip-Puffer zu 20 ml Puffer 175 ul B-Mercaptoethanol

TBS-T 1 x TBS; 0,1 % Tween-20

PBS-T 1 x PBS; 0,1 % Tween-20

Farbeldsung fir Hamytoxylin-Eosin-Farbung

1 g Hamatoxylin, 0,2 g NaJOs; 50 g Kalialaun ad 11 bidest. Wasser; (ber
Hamatoxylin Nacht riihren und anschlieBend 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensau-
re zufligen

Eosin 770 ml 96 % Ethanol, 10 ml Phloxin, 100 ml Eosin, 10 ml Eisessig
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DNase |, Amplification Grade Invitrogen
Effectene Transfection Reagent Qiagen N.V.

Dual-Luciferase Reporter Assay System

Promega Corporation

iScript Select cDNA Synthesis Kit

Bio Rad Laboratories

2.1.6 GroBenstandards

DNA Marker Ladder

O'GeneRuler 50pb DNA

Thermo Fisher Scientific Inc.

Protein Marker SeeBlue Plus2

Invitrogen

Protein Standard 1 mg/m|

Protein Standard (BSA)

Sigma-Aldrich Co.

2.1.7 Gerate

Biophotometer plus

Blotmodul Xcell I

Brutschrank

Einbettstation: Thermal Console, Dispensing Con-
sole, Cryo Console

EIB00 Microplate Reader

Elektronische Waage (Kern 440—47)
Excelsior ES Tissue Processor

FACS Calibur

Heizblock HLC Blockthermostat BT 1303
Kamera Axio Cam HRc

Kuhlzentrifuge Microfuge R
Laborschttler silent rocker
Luminometer Lumat LB 9507
Magnetrthrer

Mikrotom 355S

Mikroskop Axiophot

Mikroskop Eclipse TS100-F

PCR Geréat PeqStar 2 x Cycler

Eppendorf AG
Invitrogen

Heraeus Holding GmbH
Microm International GmbH

Bio-Tek Instruments
KERN&SOHN GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.

Becton, Dickinson and Company

HLC BioTech

Carl Zeiss AG

Beckman Coulter

Cti GmbH

EG&G Berthold

Heidolph Instruments

Microm International GmbH
Carl Zeiss AG

Nikon Corporation

Peglab Biotechnologie GmbH
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Power Supply Power Pac Basic

gPCR Gerat C1000 Touch Thermal Cycler CFX96
SDS Gelelektrophoresekammer Novex Mini-Cell
Sterile Werkbank

TissueLyser

Ultraschallgerat Bandelin Sonoplus

Wasserbad

Zentrifuge (Multifuge 1s)

2.1.8 Statistik

Bio Rad Laboratories

Bio Rad Laboratories

Invitrogen

Heraeus Holding GmbH

Qiagen N.V.

Bandelin electronic GmbH&Co. KG
Kéttermann GmbH&Co. KG
Heraeus Holding GmbH

Die Signifikanzen und standard error of the mean (SEM) wurden mithilfe der Soft-

ware GraphPad Prism 4.0 fur jedes Experiment einzeln berechnet. Die Berechnung

der Signifikanten erfolgte durch Verwendung des Student's t-Tests (two-tailed;
unpaired; Confidence Interval 95 %; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Das Uberleben wurde durch Verwendung der Kaplan-Meier-Methode bestimmt.

Hierbei wurde der Tag, an dem jedes einzelne Tier verstarb, verwendet.

Alle Experimente wurden, bis auf nachfolgende Ausnahmen oder wenn nicht anders

angegeben, mindestens 3 x unabhangig voneinander ausgefihrt:

e Nachweis von Hif-1a in Hep G2-Zellen nach 6 und 16 h 2-DG -Behandlung

wurde 2 x durchgefiihrt;

e Dual-Luciferase-Reporter-Assay wurde flr jede Zelllinie 2 x durchgefthrt;

e Western-Blots an murinen Geweben: 4 oder 5 Proben je Futterart spiegeln 4

oder 5 unabhangig voneinander ausgefihrte Versuche wider.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Aligemeine Methoden der Zellkultur

Kultivierung und Passagieren

Die humanen HCC-Zelllinien (SK-HEP-1 und Hep G2) wurden in entsprechenden
Medien (2.1.1.4) im Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO in
75-cm?-Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen wurden lichtmikroskopisch auf ihre
Zelldichte untersucht und gegebenenfalls passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit
12 ml PBS (ohne Kalzium und Magnesium, Gibco) gewaschen und anschlieBend mit
2 ml Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in PBS ohne Kalzium, Biochrom AG) im Brut-
schrank bei 37 °C fir 2-5 min (je nach Zelllinie) inkubiert. Nachdem sich die Zellen
vom Flaschenboden gelést hatten, wurden diese 1:12 (Hep G2) bzw. 1:14-1:16
(SK-HEP-1) im Medium verdinnt und anschlieBend weiter kultiviert. Beide Zelllinien
wurden kontinuierlich 2 x pro Woche bei einer Konfluenz von 80-95 % passagiert.
Um Kontaminationen zu vermeiden, erfolgten alle Arbeiten unter sterilen Bedingun-

gen.

Aussaat

Beide Zelllinien wurden, wie unter 2.2.1.1 beschrieben, mittels Trypsin/EDTA abge-
I6st und im entsprechenden Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde an-
schlieBend auf ein geeignetes Volumen und eine geeignete Dichte eingestellt und im
gewulnschten Format ausgesat.

Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mithilfe eines Hamocytometers (Neubauer-
Zahlkammer). 50 ul der Zellsuspension wurden mit 50 ul Trypanblau (Gibco) versetzt
und ein Teil der Suspension wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Es
wurden nur vitale Zellen, die den Farbstoff nicht aufnehmen, mit einem Handstlck-
zahler gezahlt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in dem aus vier Einzelquadraten
bestehenden GroBquadrat der Neubauer-Zahlkammer. Aufgrund des definierten Ge-
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samtvolumens der Neubauer-Zahlkammer von 0,1 mm?® = 0,1 ul, berechnet sich die
Zellzahl in einem Milliliter wie folgt:

Zellzahlgrosquadrat x 10° x Verdiinnungsfaktor

Zellzahl/ml = 7

Aufbewahrung und erneute Kultivierung

Die Zellen wurden bei Raumtemperatur fir 5 min bei 1000 rpm im 15-ml-Falcon zent-
rifugiert und anschlieBend in fétalem Kalberserum (Biochrom AG) mit 10-%-
Dimethylsulfoxide (DMSO, AppliChem GmbH) resuspendiert. AnschlieBend wurden
die Zellen in Cryo-Réhrchen im Einfrierbehalter (Cryo 1°C Freezing Container,
Nalgene) langsam auf -80 °C (im Gefrierschrank) gekiihlt und dabei schonend einge-
froren. Die Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff. Zur erneuten Kultivierung wur-
den die Zellen schonend aufgetaut, 1 x mit Zellkulturmedium gewaschen und an-
schlieBend fir 5 min bei Raumtemperatur und 1000 rpm im 15-ml-Falcon zentrifu-
giert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, erfolgten die Resuspension des Zell-
pellets im Medium und die anschlieBende Uberfilhrung in die Zellkulturflasche.

2.2.1.2 Wachstumsanalysen

2.2.1.2.1 Proliferationsassay unter Standardglukosekonzentrationen

Triplikate der SCR- und HIF-Zellen bzw. der Wildtyp-Zellen und der resistenten Zel-
len wurden in 1 ml Medium in 24-Well-Platten in definierten Zellzahlen (Hep G2
15000 Zellen/Well, SK-HEP-1 20000 Zellen/Well) ausgesat. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel. Die Zellen wurden dann in 24-Stunden-Abstéanden in einem Zeit-
raum von 72 h gezahlt. Dazu wurden diese mit 400 ul PBS gewaschen und
trypsiniert. AnschlieBend wurde eine adaquate Menge an PBS (200-500 pl) zugege-
ben und dazu entsprechend 10-30 pl Trypanblau. Gezahlt wurde die Suspension in

einer Neubauer-Zahlkammer.

2.2.1.2.2 Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration von 2-DG

Um die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) zu bestimmen, wurden beide Zell-
linien mit unterschiedlichen 2-DG -Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden wie
unter 2.2.1.2.1 beschrieben ausgesadt. Die Behandlung erfolgte mit dem
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Mediumwechsel 24 h spater Uber einen Zeitraum von 72 h. Dazu wurde einem ml
des Mediums die entsprechende Menge an 2-DG -Ldsung zugeflgt. Als Kontrolle
dienten Triplikate der Zellen, die nach 24 h ebenfalls einen Mediumwechsel erhielten,

dabei aber nicht mit antiproliferativen Substanzen behandelt wurden.

2.2.1.2.3 Proliferationassay unter glukosereduzierten Bedingungen mit 2-DG

Die Zellen wurden wie unter 2.2.1.2.1 beschrieben im Medium mit Standard-
Glukosekonzentrationen ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und
durch Medium mit niedrigen Glukosekonzentrationen (DMEM 10 %FCS; 1 % Penicil-
lin/Streptomycin; 1 g/l Glukose, RPMI 20 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin; 0,5 g/l
Glukose) ersetzt. Gegebenenfalls fand hier auch eine Behandlung mit der unter
2.2.1.2.2 ermittelten ICs flr 72 h statt.

2.2.1.3 Zellzyklusanalysen

Es wurden SCR-Zellen beider Zelllinien in 6-Wells (55000 Hep G2-Zellen, 75000
SK-HEP-1-Zellen) im entsprechenden Medium ausgesat. Nach 24 h erfolgten ein
Mediumwechsel und ggf. die Behandlung mit verschiedenen Substanzen sowie eine
Reduktion der Glukose im Medium. AnschlieBend wurden die Zellen unter
normoxischen Bedingungen 72 h kultiviert. Der Zellzyklus der behandelten Zellen
sollte mit dem der unbehandelten Zellen verglichen werden. Dazu wurden die Zellen
nach 72 h geerntet. Der Zelliberstand wurde in ein 15-ml-Falcon Uberfuhrt. Zu die-
sem kam 1 ml PBS vom Waschschritt, die Zellen in 500 ul Trypsin (Inkubation bei
37 °C far 15 min) sowie ein weiterer ml eines zweiten PBS-Waschschritts hinzu. An-
schlieBend wurden die Zellen fir 5 min bei 1300 rpm und Raumtemperatur zentrifu-
giert. Das Pellet wurde in 900 ul PBS resuspendiert und die Zellen wurden mithilfe
einer Multipipette und aufgesteckter 10-ul-Spitze vereinzelt. Darauf folgend wurden
die Zellen mit 3-mal 700 pl eiskaltem 96-prozentigen Ethanol fir mindestens 20 min
bei -20 °C fixiert. Hier kbnnen die Zellen fir 1-2 Wochen im -20-°C-Gefrierschrank
gelagert werden. Fir die folgende Zellzyklusanalyse wurden die Zellen fir 5 min bei
1500 rpm zentrifugiert, 1-mal mit 1 ml PBS gewaschen und nochmals zentrifugiert.
Das Pellet wurde anschlieBend in 300 pl Propidiumjodid resuspendiert und bei 37 °C
fir 20 min inkubiert. Das Propidiumjodid interkaliert in die DNA und lasst somit eine
Aussage Uber den DNA-Gehalt der Zellen zu. Die Messung von 10000 Zellen jeder
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Probe erfolgte mithilfe der Software CellQuest im FACS-Calibur-Gerat (Becton, Di-
ckinson and Company).

2.2.1.4 Transiente Transfektion und Dual-Luciferase-Assay

Transiente Transfektion mit Effectene

Um die Aktivitat des Hif-1-Proteins zu messen, wurden sowohl die Hep G2- und
SK-HEP-1-Wildtyp-Zellen als auch die resistenten Zellen beider Zelllinien mithilfe der
Transfektionsreagenz Effectene (Effectene Transfection Reagent, Qiagen N.V.)
transfiziert. Hierfir wurden 30000 Zellen im 24-Well ausgesat. Die Aussaat jeder
Probe erfolgte in Triplikaten. 24 h nach Aussaat wurden die Zellen mit 100 ng pHRE-
Luc (Firefly Luciferase) Reporterplasmid transfiziert (151). Als Expressionskontrolle
wurden 30 ng des pRL-null-Plasmids (Renilla Luciferase, Promega Corporation)
ko-transfiziert. Je 1-fach-Ansatz wurden 13,3 pl Enhancer und 10 ul Effectene je 1 ug
DNA verwendet. Nach einer 4- bis 6-stlindigen Inkubation des Transfektionsansatzes
wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen und in 500 pl Medium fir 28-46 h

inkubiert.

Dual-Luciferase-Assay

Die Analyse wurde mittels Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega Corpo-
ration) durchgefihrt. Zur Lyse der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und in
100 pul 1 x passivem Lysepuffer fir 20 min auf einem Laborschuttler inkubiert. An-
schlieBend wurden 25 pl der Lysate in Messréhrchen Uberfuhrt. Die Messung erfolgte
mit dem Lumat LB 9507 Luminometer (EG&G Berthold). Das Gerét flhrte der Probe
zunachst 25 ul Luciferase Assay Buffer Il zu. Nach Quantifizierung der Lumineszenz
der Firefly Luciferase wurde die Reaktion durch Zufigen von 25 ul Stop & Glo
Reagent gestoppt und gleichzeitig wurde die Lumineszenzreaktion der Renilla
Luciferase gestartet und quantifiziert. Die Messung wurde in Form von Relative Light
Units (RLU) berechnet.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolation aus Zellen und Konzentrationsbestimmung

RNA-Isolation
Far die RNA-Isolation wurde RNase-freies Wasser (DEPC) verwendet. Alle analysier-

ten Zelllinien wurden in 6-cm-Schalen zu je 200000 Zellen je Schale ausgesat. Nach
24 h erfolgten ein Mediumwechsel und ggf. die Behandlung mit 2-DG oder
glukosereduziertem Medium. Auch nicht behandelte Zellen wurden zur
Standardisierbarkeit der Versuchsreihen der gleichen Prozedur unterzogen. Nach
weiteren 24 h erfolgte die Gesamt-RNA-Isolation. Hierzu wurde das Medium voll-
standig entfernt und jede Schale mit 300 pul TRIzol Reagent (Ambion) benetzt. Nach-
dem die Zellen in Eppendorf-ReaktionsgeféaBe tberfihrt wurden, wurden der Zell-
suspension 60 pl Chloroform zugefiigt. Nach einer 2- bis 3-minltigen Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C fir 10 min bei 10000 rpm. Hier-
bei trennte sich die Probe in mehrere Phasen auf, wobei sich die RNA in der oberen,
wassrigen Phase anreicherte. Nachdem diese Phase sorgfaltig und ohne Kontamina-
tion durch die Interphase abgenommen wurde, erfolgte die RNA-Fallung jeder Probe
durch Zugabe von 150 pul Isopropanol und anschlieBende Inkubation fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Nach einer Zentrifugation (10000 rpm, 10 min, 4 °C) wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 75-prozentigem Ethanol gewaschen. Nach
einer erneuten Zentrifugation wurde der Uberstand vollstandig entfernt, das Pellet bei
Raumtemperatur getrocknet und in 12—15 ul DEPC-Wasser gelost.

Konzentrationsbestimmung

Die Messung der RNA erfolgte mittels UV-Klvette im Biophotometer plus (Eppendorf
AG). Hierflr wurde die RNA 1:100 mit DEPC-Wasser verdinnt und bei einer Wellen-
lange von 260 nm gemessen. Als Leerwert diente DEPC-Wasser.

2.2.2.2 cDNA-Synthese

DNA-Verdau

Alle Arbeiten wurden auf Eis und mit RNase-freiem Wasser (DEPC) durchgefiihrt.
Zum DNA-Verdau wurde 1 pg RNA Suspension mit DEPC-Wasser auf 8 pl aufgeflillt.
Danach wurden jeweils 1ul DNase | Reaction Buffer und DNase (1 U/ul) (Kit: DNase |
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Amplification Grade, Invitrogen) zugefligt und der Ansatz fir 15 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pl 25 mM EDTA zugefligt und der Reaktions-
ansatz bei 65 °C fur 10 min durch Hitze inaktiviert. Nachdem der Reaktionsansatz mit
2 ul DEPC-Wasser auf 13 pl aufgefillt wurde, wurde die RNA in cDNA transkribiert.

cDNA-Synthese
Zur cDNA-Synthese wurde das iScript Select cDNA Synthesis Kit (Bio Rad Laborato-
ries) verwendet. Zu dem Reaktionsansatz nach DNA-Verdau wurden 7 pl eines

Mastermixes (4 pl 5 x iScript reaction mix, 2 ul Oligo(dT)zo primer, 1 ul iScript reverse
transcriptase) gegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig gemixt und fir 60—90 min bei
42 °C im Heizblock (HLC Blockthermostat BT 1303, HLC BioTech) inkubiert. An-
schlieBend erfolgte die Inaktivierung der reversen Transkriptase fir 5 min bei 85 °C.
Um eine Endkonzentration von 20 ng/ul cDNA zu erhalten, wurde der Ansatz mit
30 ul DEPC-Wasser auf 50 pl aufgefullt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.2.3 Isolation genomischer DNA fir Genotypisierung

Die Isolation der genomischen DNA aus Schwanzbiopsien oder Ohrbiopsien diente
der Bestimmung des Genotyps der Versuchstiere. Hierbei wurde zum einen ermittelt,
ob beide HIF1A-Allele durch loxP-Seiten flankiert sind, und zum anderen, ob die Ver-
suchstiere die Cre-Rekombinase tragen. Dazu wurden die Biopsien zun&chst in
600 pl 50-mM-Natriumhydroxid fir 10 min bei 95 °C im HLC Blockthermostat BT
1303 (HLC BioTech) inkubiert. Nachdem die Proben 2-3 min auf Eis abgekuhlt wur-
den, wurden 50 ul 1 M Tris pH 8,0 zugefiigt und die Suspension gevortext. Die Pro-
ben wurden bei 4 °C bis zur Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion aufbe-

wahrt. Danach erfolgte die Lagerung bei -20 °C.

2.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

2.2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion zur Genotypisierung der Versuchstiere

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden ausgewahlte DNA-Abschnitte
durch Verwendung spezifischer Primer und einer Tag-Polymerase durch den
PeqgStar 2 x Cycler (Peglab Biotechnologie GmbH) ampifiziert. Die PCR fand in ei-
nem Volumen von 25 ul (Cre) oder 27 ul (HIF) statt. Hierzu wurden je 1-x-Ansatz
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12,5 ul 2 x Tag-Polymerase Mastermix, 10,5 ul DEPC-Wasser und jeweils 0,5 pl
Primersuspension (10 pmol/ul) verwendet. Es wurden 1 pl (Cre) oder 3 ul (HIF)

genomische DNA eingesetzt.

Primer
Cre PCR NewCre_ R, NewCre F
HIF PCR HIF24, HIF25

PCR Programm
Cre PCR

initiale Denaturierung 94 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 45 s

Primerannealing 62 °C 45 s 30 Zyklen
Elongation 72°C 45s

finale Elongation 72 °C 10 min

HIF PCR

initiale Denaturierung 94 °C 1.45 min
Denaturierung 94 °C 25 s

Primerannealing 57°C 45s 36 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min

finale Elongation 72 °C 10 min

2.2.2.4.2 Quantitative Real-Time-PCR

Alle Arbeiten wurden auf Eis und mit RNase-/DNase-freiem Wasser durchgefihrt.
Durch die quantitative Real-Time-PCR (gPCR) kann die mRNA-Menge, welche zuvor
in cDNA transkribiert wurde, quantifiziert werden. Alle hier gezeigten gPCRs wurden
mit spezifischen Primern und dem SYBR Green RCR Master Mix (Applied Biosys-
tems) in einem Endvolumen von 25 pl durchgefthrt. Jeder Ansatz der Doppelbe-
stimmung setze sich wie folgt zusammen:

0,75 pl je Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 10 pmol/ul, 12,5 pl 2 x SYBR Green Mas-
ter Mix, 9 ul bidest. Wasser, 2 pl cDNA.
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Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green interkaliert wéhrend der Elongationsphase in
die cDNA der Probe. Durch die Anregung mit UV-Licht kann die Fluoreszenz des
interkalierten Farbstoffs gemessen und der DNA-Gehalt der Probe so quantifiziert
werden. Um Kontaminationen detektieren zu kdénnen, wurde je Ansatz eine no-
template-control (NTC), die keine cDNA enthielt, pipettiert. Zur Normalisierung aller
Proben wurde die Fluoreszenz des Haushaltsgens B-Aktin (ACTB) gemessen.

Die Messung aller Gene erfolgte durch den C1000 Touch Thermal Cycler CFX96
(Bio Rad Laboratories) unter Verwendung des folgenden Programms:

95°C 10 min, 44 x Zyklen (95°C 15s, 60°C 1 min), 55°C 30s, 95°C 30s,
Schmelzkurve.

Die Quantifizierung erfolge mittels der AACt-Methode. Normalisiert man anschlie-
Bend alle Proben auf eine Kontrolle, so kann man die relative Expression dieser Pro-

ben ermitteln.

2.2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente der Feststellung des Genotyps der potenziellen
Versuchstiere. Hierbei werden die DNA-Molekile nach ihrer GroBe aufgetrennt. Fir
das Gel wurde die entsprechende Agarosemenge in 1-x-TAE-Puffer aufgekocht und
mit /1o Ethidiumbromidldsung (1:5 in DEPC) versetzt. Es wurden dem PCR-Mix nach
Ende der PCR 5 ul DNA-Ladepuffer zugeflgt und 25 ul des Mixes wurden auf ein
Agarosegel (1,5 % Gel fir CRE, 2 % Gel fiur HIF) aufgetragen. Das Gel wurde in
1-x-TAE bei einer Spannung von 120 Volt aufgetrennt und zur Dokumentation unter
UV-Licht fotografiert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Isolation von Kernextrakten aus HCC-Zelllinien

Behandlung
Es sollte nur die aktive Form von Hif-1a, welche sich im Kern befindet, nachgewiesen

werden. Fur den Nachweis von Hif-1a erfolgte die Isolation von Kernextrakten aus
den entsprechenden Zelllinien.

Hierzu wurden die Zellen in 10-cm-Zellkulturschalen (Hep G2 550000/Schale,
SK-HEP-1 750000/Schale) in 10-ml-Zellkulturmedium ausgeséat. Nach einer Inkubati-
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on von ca. 24 h erfolgten ein Mediumwechsel und ggf. die Behandlung mit der ent-
sprechenden 2-DG -Menge fir 16 h. Nach 16 h erfolgten die Isolation der Kernex-
trakte und ggf. gleichzeitig die Behandlung weiterer Zellen fir 6 h mit 2-DG.

FUr die Isolation der Kernextrakte aus Wildtypzellen und aus resistenten Zellen war
keine Behandlung mit 2-DG notwendig. Hier erfolgte trotzdem ein Mediumwechsel
24 h nach Aussaat. Dies diente der Standardisierung des Behandlungsablaufs.

Isolation

Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgefihrt. Die adharenten Zellen wurden 2 x mit
PBS gewaschen. Alle Proben wurden dann mit 300 ul Puffer A in Eppendorf-
Reaktionsgefal3 Gberflhrt. Durch Zugabe von 3 pl 12,5 % Nonidet P 40 erfolgte die
Dissemblierung der Zellmembran fir 5 min. Nach einem 10-minGtigen
Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 1000 g (4300 rpm) wurde der Uberstand, der die
Cytoplasmaextrakte enthielt, verworfen. Die Resuspension des Pellets erfolgte in
30 pl Puffer C. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 4 °C, 12000 @)
wurde der Uberstand mit den Kernextrakten in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberfihrt. Die Lagerung der Kernextrakte erfolgte bei -20 °C. Die Bestimmung der
Proteinmenge erfolgte mithilfe der Bradford-Methode.

2.2.3.2 Isolation von Gesamtprotein aus Gewebeproben

Kleine Gewebeproben (Wirfel mit ca. 3 mm Kantenldange) wurden mithilfe des
TissueLyser (Qiagen N.V.) im tiefgefroren Zustand fir 1 min bei 30 rpm/s pulverisiert.
Eine Spatelspitze dieses Pulvers (ca. 10—12 mg) wurde auf Trockeneis in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefal3 Uberflhrt. Durch Zugabe von 100 pl RIPA Puffer (mit
Mercaptoethanol) wurde das Pulver durch mehrmaliges Pipettieren gelést. Nach ei-
ner 30-mindtigen Inkubationszeit auf Eis wurde das Gewebe in 6 Zyklen fiir je 20 s
und 50 % Leistung mit dem Bandelin Sonoplus Ultraschallgerat (Bandelin electronic
GmbH & Co. KG) auf Eis sonifiziert. Nach einer weiteren 10-minltigen Inkubations-
zeit auf Eis wurden die Lysate flr 20 min bei 4 °C und 20000 g zentrifugiert. Der
Uberstand mit den Iéslichen Proteinen wurde in ein neues Eppendori-
Reaktionsgefal3 Uberfiihrt und bei -20 °C gelagert. Durch das im Puffer enthaltene
Mercaptoethanol wurden die Proteinmengen mithilfe der Bradford-Methode be-

stimmt.
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2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Methode

Die Messung erfolgte im 96-Well-Format mithilfe des EIB00 Microplate Reader (Bio-
Tek Instruments, Inc.) und der KCjunior Software (Bio-Tek Instruments, Inc.) bei 595
nm. Alle Proben (1 ul) sowie 1, 2, 4, 6 und 8 ug des Standard (BSA 1 ug/ul) wurden
in Duplikaten bestimmt. Hierzu wurden zunachst 50 ul zweifach destilliertes (bidest.)
Wasser je Well pipettier. Danach wurden Proben sowie Standard hinzupipettiert, zum
Schluss wurde dem Ansatz 200 ul 1:4 Bradford-Reagenz (Roti-Quant, Carl Roth
GmbH + Co. KG, Endkonzentration 1:5) hinzugegeben. Nach einer Inkubation fir

5 min bei Raumtemperatur erfolgte die Proteinmessung.

2.2.3.4 Detektion von Proteinen

2.2.3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch die SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfate polyacrylamid gel elektrophoresis)
kénnen die denaturierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.
Die SDS-Gele, bestehend aus Trenn- und Sammelgel wurden in Gelkassetten der
Firma Invitrogen gegossen. Das Trenngel mit einem Acrylamidgehalt von 8 % (HIF)
oder 12 % (murine Gewebeproben) wurde bis 2 cm unterhalb des oberen Gelrands
gegossen und mit Isopropanol (zur Erzeugung eines gleichmaBigen Randes) Uber-
schichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und
ein 4,5-%-Sammelgel darlber gegossen. Jedes Sammelgel wurde mit einem
12-Well-Kamm versehen. Die Proteinlysate wurden von dem Auftragen in 5-x-
Nu-PAGE-Puffer fir 10 min bei 70 °C im HLC Blockthermostat BT 1303 (HLC Bio-
Tech) denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte konstant bei 120 V in der Novex Mini-
Cell Kammer (Invitrogen) im 1-x-Laufpuffer. Als GréBenstandard wurden 5 pl des

SeeBlue Plus2 Proteinmarkers aufgetragen.
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Komponenten Trenngel Sammelgel
8 % 12 % 4,5 %
Polyacrylamid (30 %) 2,14 ml 3,2ml 500 pl
Trenngelpuffer 4x 2 ml 2 ml -
Sammelgelpuffer 4x - - 875 pl
Ammoniumpersulfat (10 %) 54 ul 54 ul 30 ul
TEMED 2,7 ul 2,7 ul 3 ul
bidest. Wasser 3,81 ml 2,75 ml 2,5ml

2.2.3.4.2 Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden nach der Elektrophorese auf eine
Nitrocellulosemembran (GE Healthcare) tbertragen und durch spezifische Antikdrper
nachgewiesen. Hierzu wurde ein Nass-Blot-Modul der Firma Invitrogen eingesetzt.
Alle Komponenten des Nass-Blots wurden in 1-x-Transferpuffer getrankt und dann
wie folgt luftblasenfrei aufgebaut: Minuspol-3 Schwamme, 1 Ldschpapier (VWR In-
ternational), Polyacrylamidgel, Nitrocellulosemembran, 1 Léschpapier (VWR Interna-
tional), 3 Schwamme-Pluspol. Das Blot-Modul wurde vollstdndig mit 1-x-
Transferpuffer beflllt und die Kammer zur Kihlung des Blots mit bidest. Wasser
beflllt. Der Proteintransfer erfolgte 1 h bei 30 V.

2.2.3.4.3 Immundetektion der Proteine

Zur Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde die Nitrocellulose-
membran far 1 h bei Raumtemperatur in 5-%-Magermilch-Waschpuffer geschwenkt.
Die Bindung des primaren Antikdrpers erfolgte in entsprechender Verdinnung bei
4 °C Uber Nacht. Sofern der Antikérper in TBS-T verdinnt wurde, erfolgte ein kurzer
Waschschritt der Membran zur Entfernung der restlichen Magermilch. Am darauf fol-
genden Tag wurde die Membran 3 x mit Waschpuffer gewaschen und 1 h bei Raum-
temperatur im sekundaren Antikdrper geschwenkt. Nach weiteren 3 Waschschritten
erfolgte die Inkubation der Membran mit den ECL-Reagenzien, die zu gleichen Teilen
gemischt wurden. Hierzu wurde die Membran auf eine Klarsichtfolie gelegt und mit
dem ECL-Gemisch fir 2 min Uberschichtet. AnschlieBend wurde eine weitere Folie
auf den Blot gelegt und das restliche ECL durch Wischen luftblasenfrei entfernt. Der

Nachweis der Proteinbanden erfolgte in einer Autoradiografiekassette (Hypercasset-
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te, Amersham) durch Auflegen eines Réntgenfilms (Kodak BioMax Light Film, Sigma-
Aldrich Co.) auf die Nitrozellulosemembran fir 10 s bis 30 min. Die nachfolgende

Entwicklung und Fixierung des Films machte die Proteinbanden sichtbar.

2.2.3.4.4 Strippen von Membranen

Der Nachweis phosphorylierter Proteine und der anschlieBende Nachweis der
unphosphorylierten Form auf derselben Membran kénnen nur durch Entfernung des
Antikérpers, welcher die phophorylierte Form nachweist, geschehen. Dazu musste
die Membran in einem Strip-Puffer flir 20 min bei 55 °C im Wasserbad (Kéttermann)
geschuttelt werden. Die Membran wurde anschlieBend 3 x 10 min mit Waschpuffer

gewaschen und erneut mit Magermilch geschwenkt.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1 Versuchstiere und Haltung

ASV-B-HCC-Mausmodell
In dem in dieser Arbeit verwendeten transgenen Mausmodell erfolgt die Induktion

eines Hepatozellularen Karzinom durch Verwendung des Simian Virus large T anti-
gen (SV40IT) in einem C57Bl/6J-Stamm. Die spezifische Expression dieses Onko-
gens erfolgt durch die Verwendung des hepatozytenspezifischen Antithrombin IlI-
Promotors (152). Dieses Tiere zeigen erste Leberdysplasien im Alter von 8 Wochen,
welche sich im Zeitverlauf Gber das adenomatése Stadium (12 Wochen) bis hin zum
Hepatozellularen Karzinom (> 16 Wochen) entwickeln (152; 153). Die Expression
des SV40IT erfolgte aufgrund der y-chromosomalen Vererbung nur in mannlichen

Tieren.

Leberspezifische Hif-1a-Inaktivierung im ASV-B-Modell

Um die Bedeutung von Hif-1 fiir die Pathogenese des HCC beurteilen zu kénnen,
wurde die sauerstoffabhéngig regulierte Untereinheit Hif-1a durch Verwendung des
Cre/loxP-Systems konditionell inaktiviert (154). Hierbei erkennt die aus dem Bakte-
riophagen P1 stammende Cre-Rekombinase die loxP-Sequenzen in der DNA und
schneidet den dazwischen liegenden DNA-Abschnitt heraus. Bei den in dieser vorlie-
genden Arbeit verwendeten Tieren ist das Exon 2 von HIF1A mit loxP-Sequenzen
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flankiert (HIF1A+7/+") (155). Damit die Deletion des Hif-1a hepatozytenspezifisch er-
folgt, wurde der Cre-Rekombinase der leberzellspezifische Aloumin-Promotor voran-
gestellt (AlbCre) (156). Fir die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden ménnliche
Méause, die homozygot fir das gefloxte HIF1A-Allel und hemizygot fir SV40IT waren,
mit weiblichen Tieren, die homozygot flr das gefloxte HIF1A-Allel waren, gekreuzt.
Wichtig war hierbei, dass ein Zuchttier positiv fir die AloCre-Rekombinase (AlbCre+)
und ein Tier negativ fir die AlbCre-Rekombinase (AlbCre-) getestet wurde. Die hier-
bei gezlchteten Tiere, welche das HIF1A-WT-Allel trugen, wurden im Folgenden als
WT-Tiere, und die Tiere, die durch das Vorhandensein der AlbCre-Rekombinase ei-
ne funktionelle Inaktivierung des Hif-1a trugen, als HIF-KO-Tiere bezeichnet.

ménnliche WT-Tiere ménnliche HIF-KO-Tiere
Antithrombin 1l
Antithrombin 1l Promotor Sv40iT
Promotor SV40IT HIF1A = —
HIF1A o B Prorotar 5|HIF1A Exon 2 |3
P s|HIF1A Exon 2|3 :
romotor = = Albumin CRE
Promotor
Tierhaltung

FOr das Studium der Auswirkungen einer 2-Deoxy-D-Glukose-Behandlung und der
Kohlenhydratrestriktion auf das Wachstum des murinen Leberkarzinoms wurden Tie-
re im Alter zwischen 14 und 20 Wochen fur die Versuchsreihen verwendet. Alle Tiere
wurden unter Standardbedingungen der Forschungseinrichtung far Experimentelle
Medizin der Charité mit einen 12h/12h-Zyklus gehalten. Wasser und Futter standen
ad libidum zur Verfagung.

2.2.4.2 Behandlung der Versuchstiere

2-DG-Behandlung
Die Behandlung der 15 Wochen alten ASV-B-Tiere (Wildtyp) mit 500 mg/kg 2-DG

sowie die Datenerfassung (Lebergewicht, Kérpergewicht) und die finale Leberent-

nahme erfolgten durch ein Mitglied der Arbeitsgruppe. Die Behandlung der Tiere er-
folgte Uber einen Zeitraum von 6 Tagen. Hierbei wurde das 2-DG in PBS geldst und
in der entsprechenden Menge intraperitoneal verabreicht.
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Verabreichung des Spezialfutters und 2-DG-Behandlung
Die Ubersicht tber die Inhaltsstoffe des Standardfutters und 15-%-KH-Futters ist im

Anhang zu finden.

ASV-B-Adenom-Tiere

Ab einem Alter von 14 + 0,5 Wochen erfolgten der Futterwechsel und die Verabrei-
chung des kohlenhydratreduzierten Spezialfutters der Firma ssniff Spezialdidten
GmbH (15-%-KH-Futter, Tabelle 6). Nach einer 2-wdchigen Eingewdhnungsphase
wurde den Tieren zusatzlich 2-DG in 2 Zyklen je 5 Tage mit 2-tagiger Pause intrape-
ritoneal verabreicht. Die Kontrolltiere erhielten das entsprechende Lé&sungsmittel
(PBS) (Abb. 17).

ASV-B-HCC-Tiere

Die ASV-B-HCC-Tiere erhielten das kohlenhydratreduzierte Futter in einem Alter von
16—17 Wochen. Die Fitterung erfolgte tUber einen Zeitraum zwischen 3,5 und 4 Wo-
chen. Nach Beendigung der Versuche konnten die Histologien von 4 WT-Tieren und

2 WT-Tieren durch einen Pathologen analysiert werden.

Mobilitdtsmessungen
Die Messung der freiwilligen Aktivitat von 2 Standardfutter- und 3 15-%-KH-Futter-

WT-Tieren erfolgte durch die Messung der taglich im Laufrad gelaufenen Strecke

und der taglichen Durchschnittsgeschwindigkeit der Tiere. Die Laufrader wurden
durch die AG Regitz-Zagrosek vom Berliner Institut fir Geschlechterforschung in der
Medizin der Charité zur Verfligung gestellt. Diese ASV-B-Adenom-Tiere erhielten,
wie bereits beschrieben (2.2.4.2), die kohlenhydratreduzierte Kost Uber einen Zeit-
raum von 4 Wochen. 11 Tage nach Fltterungsbeginn wurden die Tiere in gesonderte
Kéafige gesetzt und erhielten alle jeweils ein Laufrad. In den nachsten 3 Tagen wur-
den keine Messungen durchgefiihrt, sie dienten den Tieren zu Ubungszwecken und
der Gewdhnung an das Laufrad. Nach 3-tagiger Ubung begann die Dokumentation
der gelaufenen Strecke und Laufgeschwindigkeit flr 14 Tage (Abb. 21). Zur Auswer-
tung der Ergebnisse wurde die gelaufene Strecke aller Tiere notiert. Obwohl die
GruppengrdBBe nicht gleich war, konnte die Tendenz einer gesteigerten Laufstrecke
der Tiere, welche 15-%-KH-Futter erhielten, verzeichnet werden. Diese Tendenz war
auch bei der Berechnung der Durchschnittstrecke je Tier zu sehen. Aus diesem
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Grund wurde darauf verzichtet, die gelaufene Durchschnittstrecke jedes Tieres im
Ergebnisteil dieser Arbeit zu belegen. Zusatzlich zur Laufstrecke wurde die Durch-

schnittsgeschwindigkeit aller Tiere einer Gruppe ermittelt.

2.2.4.3 Probenentnahme

Blutzuckerbestimmung aus der Schwanzvene

Zur Ermittlung der Blutzuckerspiegel der Tiere, die Standardfutter und 15-%-KH-
Futter erhielten, wurde die Schwanzvene aller Tiere mit einer 26'/»-G-Kaniile
(B.Braun Melsungen AG) punktiert und der Blutzuckerspiegel durch das Blutzucker-

messgerat Contour (Bayer AG) bestimmt.

Blutenthahme zur Bestimmung der Leberparameter AST und ALT

Die Parameter Aspartat-Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT)
geben Aufschluss Uber das Maf3 der Leberschadigung. Die Bestimmung beider Pa-
rameter sowie die Ermittlung des De-Ritis-Quotienten (AST/ALT) erfolgten nach Be-
endigung des Versuchs durch Blutentnahme bei den Versuchstieren. Hierbei wurden
je Gruppe 5 Tiere analysiert. Die Tiere waren bei Fitterungsbeginn 18 Wochen alt
und erhielten das 15-%-KH-Futter fir 7 Tage. Das Blut wurde aus der Arteria carotis
der kurz zuvor getbteten Tiere enthommen. Hierzu wurde ein Kehlschnitt durchge-
fihrt und das so gewonnene Blut sofort in Serumréhrchen Uberfihrt. Die Blutanalyse
(Leberprofil) wurde durch die Firma synlab.vet GmbH durchgefiihrt. Die zur Bestim-
mung der Lebeschadigung notwendigen AST- und ALT-Normwerte wurden dem Da-

tenblatt der Firma entnommen (siehe Anhang).

Gewebeentnahme zur Einbettung in Paraffin und Lagerung im Flissigstickstoff

Die Gewebeentnahme erfolgte nach Versuchsende. Hierfliir wurde zunachst die ge-
samte Leber entnommen und gewogen. Die Probenentnahme fir die Fixierung in 10-
%-Formalin, spatere Fixierung in Paraffin und histologische Aufbereitung erfolgten
aus dem Lobus lateralis sinister (seitlicher linker Leberlappen). Es wurden je Ver-
suchstier 2 Leberschnitte mit einer Schnittdicke < 3 mm mit dem Skalpell entnommen
und in Formalin fixiert (rihrend, 4 °C Uber Nacht). AnschlieBend erfolgte die Entnah-

me von Gewebestlicken (Kantenldange 3 mm) aus Tumorgewebe. Sofern mdglich,
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erfolgte die Entnahme aus demselben Leberlappen. Es wurden jeweils 4 Gewebe-

stlicke entnommen und im flissigen Stickstoff eingefroren und gelagert.

2.2.5 Immunhistologie

2.2.5.1 Einbetten der Gewebeproben in Paraffin

Um die Gewebeproben haltbar zu machen, wurden diese rihrend Gber Nacht in
10-%-Formalin bei 4 °C fixiert, anschlieBend 2 x 45 min mit 1-x-PBS gewaschen und
dann mit einer aufsteigenden Alkoholreihe im Excelsior ES Tissue Processor (Ther-
mo Fisher Scientific Inc.) dehydriert. Das Programm war wie folgt aufgebaut:
70-%-Ethanol 1 h, 80-%-Ethanol 1 h, 96-%-Ethanol 30 min, 100-%-Ethanol 30 min,
100-%-Ethanol 1 h, 100-%-Ethanol 1 h, Xylol 1h, Xylol 1 h 30 min, Xylol 1 h 30 min,
Wachs 1 h, Wachs 1 h 30 min, Wachs 1 h 30 min.

AnschlieBend wurden die Gewebe in Paraplast (McCormick Scientific) eingebettet.

2.2.5.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Die Herstellung der Gewebeschnitte erfolgte unter Zuhilfenahme des HM 355S
Mikrotoms (Microm International GmbH). Die zu schneidenden Gewebe wur-
den mindestens 24 h bei -20 °C gelagert. Der Kihlblock des Mikrotoms verhindert
eine Aufwarmung des Paraffins und gewaéhrleistet die ideale Schnitttemperatur. Zur
Entfernung des Uberschlssigen Paraffins wurde der Block mit einer Schnittdicke von
20 um angeschnitten. Sobald der Gewebeteil freigelegt wurde, erfolgte die Reduktion
der Schnittdicke auf 10 um. Es wurde solange weitergeschnitten, bis die vollstandige
Gewebeprobe sichtbar wurde. Nach einer erneuten Lagerung der angeschnittenen
Proben bei -20 °C fir mindestens 24 h erfolgte der Feinschnitt der Proben. Es wur-
den 1,5 um dicke serielle Schnitte angefertigt.

2.2.5.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Kern-Zytoplasma-Farbung. Das Zellplasma
wird hierbei rosa und die Zellkerne werden blau bis violett gefarbt. Um die Gewebe
mit Hamatoxylin und Eosin féarben zu kbénnen, erfolgte zunachst eine

Entparaffinierung der Gewebeschnitte Uber eine absteigende Alkoholreihe: 3 x
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10 min Xylol, 1 x 10 min 100-%-Ethanol, 1 x 10 min 96-%-Ethanol, 1 x 5 min 90-%-
Ethanol, 1 x 5 min 80-%-Ethanol, 1 x 5 min 70-%-Ethanol, 2 x 5 min bidest. Wasser.
AnschlieBBend erfolgte eine 10-min-Farbung mit Hamatoxylin, gefolgt von einem 10-
min-Waschschritt mit flieBendem Leitungswasser, der zur Blaufarbung der Zellkerne
fihrte. Zuletzt wurde das Zellplasma flr 8 s mit Eosin eingefarbt und das Uberschis-
sige Eosin mit bidest. Wasser entfernt. Alle Schnitte wurden mit Kaisers

Glyceringelatine (Merck KGaA) eingedeckt.

2.2.5.4 Analyse der Tumorlast durch die Verwendung von ImagedJ

Da die histologische Analyse der Tumorlast speziell zur Auswertung der im Verlauf in
dieser Arbeit angefertigten H&E-Schnitte diente, wird sie unter 3.2.2.1 naher erklart.
Es wurden jeweils 2 Gewebeschnitte je Maus ausgewertet. Es konnte dadurch eine
Aussage Uber den Anteil der tumordsen Flache an der Gesamtflache des Schnitts
getroffen werden. Eine Anzahl der Tumorknoten konnte jedoch nicht ermittelt wer-
den, da die einzelnen Knoten nicht gut voneinander differenzierbar waren. Es wurden
6 Tiere und sofern mdglich 2 Schnitte pro Tier je Gruppe ausgewertet. Die Gruppe
der HIF-KO-Tiere, die kohlenhydratreduziertes Futter und 2-DG erhielten, bestand

aus 5 Tieren.

Erstellung der Gesamtschnitte

Mikroskop Axiophot Carl Zeiss AG
Kamera Axio Cam HRc Carl Zeiss AG
Kameraprogramm Axio Vision Rel 4.7 Carl Zeiss AG
Grafikprogramm Adobe Photoshop Elements 4.0 Adobe Systems Incorporated

Auswertung der Schnitte

Programm Imaged

Mikroskop Exclipse TS100-F Nikon Corporation
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3 Ergebnisse

Um die Bedeutung der Glykolyse fir die Progression des HCC zu analysieren, wur-
den die 2 humanen HCC-Zelllinien Hep G2 (gut differenziert) und SK-HEP-1
(schlecht differenziert) mit dem etablierten Glykolyseinhibitor 2-Deoxy-D-Glukose
(2-DG) behandelt. AnschlieBend sollten die In-vitro-Ergebnisse im etablierten ASV-B-
Mausmodell validiert werden. Bei diesem Mausmodell handelt es sich um ein etab-
liertes HCC-Modell (2.2.4.1).

3.1 In-vitro-Analyse zweier Leberkrebszelllinien nach Behandlung mit 2-DG

3.1.1  Analyse des Proliferationsverhaltens

Es sollte zunachst eine geeignete Arbeitskonzentration fir 2-DG, bei der nur noch
50 % der Zellen proliferieren (mittlere inhibitorische Konzentration 1Csg), ermittelt
werden. Zu diesem Zweck wurden beide HCC-Zelllinien Uber einen Zeitraum von
72 h mit unterschiedlichen 2-DG-Konzentrationen behandelt. Die Zellzahlen wurden
zu 3 verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 48 h und 72 h) bestimmt. Es zeigte sich eine
Hemmung der Proliferation in beiden Zelllinien. Diese Inhibition war zeitabh&ngig
(Abb. 4).
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Abb. 4: Zeitabhangige Proliferationshemmung bei Behandlung mit 2-DG

Gezeigt sind die absoluten Zellzahlen von unbehandelten (schwarz) und mit 2-DG behandelten (grau)
Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) bei unterschiedlichen 2-DG-Konzentrationen nach 24 h,
48 h und 72 h. K — Kontrolle

AnschlieBend wurde das Zellteilungsverhalten der behandelten Zellen dem der un-
behandelten Zellen gegenlbergestellt. Es zeigte sich neben dem zeitabhangigen
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auch ein dosisabhangiger Effekt in beiden Zelllinien (Abb. 5). Im Verlauf dieser Ana-
lysen konnte 1 mM 2-DG als ICso der Hep G2-Zellen und 0,25 mM 2-DG als ICs, der
SK-HEP-1-Zellen ermittelt werden. Hierbei wies die schlecht differenzierte
HCC-Zelllinie SK-HEP-1 eine deutlich hdhere Sensitivitdt gegeniber 2-DG auf
(Abb. 5).
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Abb. 5: Dosisabhéngige Proliferationshemmung bei 2-DG-Behandlung

Gezeigt ist die Inhibition der Proliferation der Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) nach
72-stlindiger Behandlung mit verschiedenen 2-DG-Konzentrationen (grau) im Vergleich zu un-
behandelten Kontrollzellen (wei3) in Prozent. * p < 0.05, ** p < 0.01

Alle hierauf folgenden In-vitro-Experimente wurden unter Verwendung der hier ermit-
telten zellspezifischen ICsy durchgefihrt.

3.1.2 Zellzyklusanalyse der HCC-Zelllinien

Es ist bekannt, dass die Behandlung mit 2-DG zum Zellzyklusarrest und zur
Apoptose in verschiedenen Zelllinien (z. B. Glioblastomzellen und Eierstock-
krebszellen) flhrte (69). Zellzyklusarrest und Apoptose kénnten mdgliche Ursachen
der verminderten Proliferation beider Zelllinien bei Behandlung mit 2-DG darstellen.
Hierzu wurden beide Zelllinien Uber einen Zeitraum von 72 h mit 2-DG behandelt und
die Zellen anschlieBend analysiert. Sowohl bei Hep G2- als auch bei SK-HEP-1-
Zellen zeigte sich eine Verteilung der Zellen in Pra-Gi-, G1/G0-, S- und
G2/M-Phase. Die Behandlung mit 2-DG fuhrte in keiner der beiden Zelllinien zu Ver-
anderungen im Zellzyklus, verglichen mit der Zellzyklusverteilung der unbehandelten
Zellen (Abb. 6).
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Abb. 6: Zellzyklusverteilung der Hep G2- und SK-HEP-1 Zellen nach Behandlung mit 2-DG
Gezeigt ist die Zellzyklusverteilung der Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) nach 72-stindiger
Behandlung mit der jeweiligen ICsy von 2-DG. 2n — einfacher Chromosomensatz, 4n — doppelter
Chromosomensatz

An dieser Stelle ist anzumerken, dass der unter 3.1.1 beschriebene antiproliferative
Effekt von 2-DG auf beide HCC-Zelllinien nur durch den Einsatz hoher 2-DG-
Konzentrationen (im millimolaren Bereich) erreicht werden konnte. Konventionelle
Chemotherapeutika entfalten ihre Wirkung dagegen schon im mikro- bis nanomola-
ren Bereich. Der Einsatz solch hoher 2-DG-Konzentrationen kdnnte ein Indiz fir eine
mogliche Resistenz der Zellen gegentiber 2-DG sein. Das Onkoprotein Hif-1 tragt zur
Resistenzentstehung gegentber Chemotherapeutika bei (157; 158).
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3.1.3 Analyse der Expression von Hif-1a

3.1.3.1 Analyse der Hif-1a-Proteinexpression mittels Western-Blot

Um den Einfluss von Hif-1 auf die Resistenzentstehung gegeniiber 2-DG zu analy-
sieren, wurde die Proteinexpression der sauerstoffabhangigen Untereinheit Hif-1a
untersucht. Die Proteinexpression kann mittels Western-Blot-Analysen mit einem
spezifischen, gegen Hif-1a gerichteten Antikdrper bestimmt werden. Hierzu wurden
beide Leberkrebszelllinien mit der unter 3.1.1 ermittelten 1Cso von 2-DG fiir 6 h und
16 h behandelt.

Hierbei war zu sehen, dass die Behandlung mit 2-DG sowohl in SK-HEP-1 als auch
in Hep G2 nach 6 h zur Inhibition des Hif-1a-Proteins fuhrte. Weiterhin konnte ge-
zeigt werden, dass die Hemmung von Hif-1a durch 2-DG nach 16 h fast vollstandig
reversibel war (Abb. 7).

Abb. 7: Hif-1a-Proteinexpression nach 6- und 16-stiindiger Behandlung mit 2-DG
Abgebildet ist ein exemplarischer Hif-1a-Western-Blot beider Zelllinien nach 6- und 16-stindiger
2-DG-Behandlung. Yy1 diente als Ladekontrolle. K — Kontrolle/unbehandelte Zellen

Neben der direkten Bestimmung der Hif-1a-Proteinexpression mittels Western-Blot
kann die Hif-1a-Aktivitdt auch indirekt Gber die Analyse der Expression bekannter
Hif-1-Zielgene bestimmt werden. Hierbei sollte geklart werden, ob die Funktionalitat
von Hif-1 nach Behandlung mit 2-DG noch gegeben ist.

3.1.3.2 Analyse von Hif-1-Zielgenen

Zur Analyse wurden bekannte Hif-1-Zielgene (karbonische Anhydrase 9 [CA9] und
Phosphoglycerat-Kinase [PGK]) verwendet. Die Behandlung beider Zelllinien erfolgte
Uber einen Zeitraum von 24 h. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
mit 2-DG keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Genexpression der Hif-1-
Zielgene CA9 und PGKin beiden Zelllinien besal3 (Abb. 8).
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Abb. 8: Genexpressionsanalysen bekannter Hif-1-Zielgene nach 2-DG-Behandlung

Analysiert wurde die relative Expression der Hif-1-Zielgene CA9 und PGK in den Hep G2-Zellen (A)
und SK-HEP-1-Zellen (B) nach 24-stlindiger Behandlung mit 2-DG (grau). Die Expression wurde als
x-facher Wert im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (wei3) ausgedriickt. K — unbehandelte Zel-
len, n.s. — nicht signifikant

Anhand der zuvor durchgeflhrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung der Hif-1a-Proteinexpression, die nach 6-stiindiger Behandlung mit 2-DG
erreicht wurde, schon nach 16-stiindiger Behandlung vollstandig reversibel war.
Auch die Tatsache, dass keine verédnderte Genexpression bekannter Hif-1-Zielgene
vorliegt, kénnte fir eine fehlende Beteiligung des Hif-1-Proteins bei einer mdglichen
Resistenzentstehung gegeniber 2-DG sprechen. Um auszuschlieBen, dass nicht
doch eine Hif-1-vermittelte Resistenz der Zellen gegentber 2-DG vorliegt, die durch
Western-Blot und gPCR nicht nachweisbar war, sollten Hif-1a-defiziente Zellen auf
ihr Proliferationsverhalten bei Behandlung mit 2-DG untersucht werden. Sofern Hif-1
fur die Resistenzentstehung gegenldber 2-DG verantwortlich ist, sollten

Hif-1a-defiziente Zellen sensitiver auf die Behandlung mit 2-DG reagieren.

3.1.4 Proliferationsanalyse Hif-1a-defizienter Zellen

Durch Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe sind bereits Hif-1a-defiziente Hep G2- und
SK-HEP-1-Zellen vorhanden (147). Die funktionelle Inaktivierung von Hif-1a (HIF-) in
diesen Zellen wurde mittels lentiviral-vermittelter RNA-Interferenz (RNAI) erreicht. Als
Kontrollzellen dienten Hep G2- und SK-HEP-1-Zellen, die mit einem lentiviralen
Plasmid, das flr eine nicht-kodierende shRNA (scrambled, SCR) kodiert, transduziert
wurden (147). Um nun den Einfluss von Hif-1 auf die Resistenzentstehung zu prifen,
wurden Hif-1a-kompetente (SCR) und -defiziente (HIF-) Zellen mit der unter 3.1.1
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ermittelten ICso von 2-DG Uber einen Zeitraum von 72 h behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen gezahlt.

Wie in Abb. 9 gezeigt, hat die funktionelle Inaktivierung von Hif-1a weder bei Hep G2
noch bei SK-HEP-1 einen Einfluss auf Zellteilung bei Behandlung mit 2-DG. Eine

Hif-1-vermittelte Resistenzentstehung der Zellen gegeniber 2-DG kann somit ausge-
schlossen werden.
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Abb. 9: Proliferationsanalysen der Hif-1a-defizienten Zellen bei 2-DG-Behandlung
Gezeigt sind die Proliferationsanalysen der Hif-1a-kompetenten (SCR) und -defizienten (HIF-)

Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) bei 72-stlindiger Behandlung mit 2-DG. n.s. — nicht signi-
fikant

3.1.5 Die Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums

Im Verlauf der Arbeit wurde das Transkriptom beider HCC-Zelllinien mittels
Microarray-Analysen untersucht. Hierzu wurden beide Zelllinien mit der jeweiligen
ICs0 von 2-DG flrr 24 h behandelt. AnschlieBend wurde die RNA Uber ein Kit isoliert
und zur Weiterverarbeitung (cDNA-Synthese, Microarray) an die Kooperationspartner
der AG HUbner am Max-Delbrick-Zentrum in Berlin Gbergeben.

Die Behandlung mit 2-DG resultierte in der gesteigerten Expression verschiedener
Gene. Zu diesen Genen z&hlten auch Chaperone (Calreticulin [CALR], heat shock
70kDa protein 5 [HSPA5], heat shock protein 90kDa beta;, member 1 [HSP90B1)),
welche fir die Regulation der Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums (ER)
verantwortlich sind (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Expression von CALR, HSPA5 und HSP90B1 bei 2-DG-Behandlung

Hep G2 32 x 71 X 24 X
SK-HEP-1 106 X 340 x 114 x

Die Expression aller Gene wurde als x-fache Expression der entsprechenden unbehandelten Zellen
angegeben.

Um die in Tabelle 5 gezeigten erhéhten Expressionsraten zu Uberprifen, wurden
beide Zelllinien nochmals Uber einen Zeitraum von 24 h mit 2-DG behandelt. Die Be-
stimmung der Expressionslevel erfolgte, wie zuvor beschrieben (3.1.3.2), mittels
gPCR.

Es konnte in SK-HEP-1 eine gesteigerte Expression von CALR, HSPA5 und
HSP90B1 verzeichnet werden. Die erhéhte Expression aller 3 Chaperone in Hep G2
konnte mittels qPCR jedoch nicht bestatigt werden. Die einzelnen Versuche zeigten
kein einheitliches Bild und keine klaren Tendenzen (Abb. 10).
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Abb. 10: Genexpression von CALR, HSPA5 und HSP90B1 bei 2-DG-Behandlung

Abgebildet ist die Genexpression von CALR, HSPA5 und HSP90B1 in den Hep G2-Zellen (A) und
SK-HEP-1-Zellen (B) bei 24-stiindiger Behandlung mit 2-DG (grau) im Vergleich zu unbehandelten
(weiB3) Zellen. K — unbehandelte Zellen, * p < 0.05, n.s. — nicht signifikant

Parallel zu den In-vitro-Analysen der HCC-Zelllinien sollte der Effekt einer 2-DG-

Behandlung auf das Tumorwachstum im murinen HCC-Modell untersucht werden.
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3.2 Analyse der Tumorprogression im ASV-B-Mausmodell nhach Behandlung
mit 2-DG

Es wurden 15 Wochen alte ASV-B-Mause (2.2.4.2) Uiber einen Zeitraum von 6 Tagen
mit 2-DG (500 mg/kg) behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt in diesem Zeitraum das
Lésungsmittel (Phosphat-gepufferte Saline, PBS) in addquater Menge. AbschlieBend
wurden die Tiere gewogen, getdtet, ihnen wurden die Lebern enthommen und fir

immunhistochemische Analysen in Paraffin eingebettet.

3.2.1 Auswertung der Parameter Koérpergewicht und Lebergewicht

Um einen ersten Eindruck Gber den physiologischen Zustand der Tiere nach dem
Therapieende zu erhalten, wurden die Parameter Kdérpergewicht und Lebergewicht
der behandelten Tiere in Relation zu denen der unbehandelten Kontrollgruppe be-
trachtet. Ein verringertes Lebergewicht der behandelten Tiere kdnnte fir eine Inhibi-
tion des Tumorwachstums sprechen.

Sowohl Leber- als auch Kérpergewicht der mit 2-DG behandelten Versuchsgruppe
unterschieden sich nicht von den Gewichten der mit PBS behandelten Kontrollgruppe
(Abb. 11 A und B).
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Abb. 11: Kérpergewicht und Lebergewicht der ASV-B-Tiere nach 2-DG-Behandlung

Die Parameter Korpergewicht (A) und Lebergewicht (B) wurden nach einer 6-tdgigen 2-DG-
Behandlung (grau) (500 mg/kg) der ASV-B-M&use bestimmt. Als Kontrolle dienten Tiere, die das L&-
sungsmittel PBS (weiB3) erhielten.

Ein weiterer Parameter, der zur Bestimmung der Tumorlast herangezogen werden
kann, ist die Lebergewicht-Kérpergewicht-Relation. Je héher der errechnete Leber-
gewicht-Kérpergewicht-Quotient ist, desto hdher ist die Tumorlast des analysierten
Tieres.
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Auch mithilfe dieses Quotienten konnte kein Unterschied zwischen der Kontrollgrup-
pe und der mit 2-DG behandelten Gruppe festgestellt werden (Abb. 12).

Lebergewicht-Kérpergewicht-Quotient

PBS 2-DG

Abb. 12: Lebergewicht-Koérpergewicht-Quotient nach 2-DG-Behandlung
Quotient aus Lebergewicht/Kérpergewicht der 2-DG-behandelten (grau) ASV-B-M&use im Vergleich
zur PBS-behandelten (weil3) Kontrollgruppe. LG — Lebergewicht, KG - Kérpergewicht

Der Lebergewicht-Kérpergewicht-Quotient scheint keine angemessene Methode zur
Bestimmung der Tumorlast zu sein, da minimale Gewebsveranderungen nicht detek-
tiert werden kénnen. Demzufolge sollte zunachst eine geeignete Methode zur Be-

stimmung der Tumorlast etabliert werden.
3.2.2 Histologische Analyse der 2-DG-behandelten ASV-B-Tiere

3.2.2.1 Etablierung einer geeigneten Methode zur Bestimmung der Tumorlast

in vivo

Zur histologischen Bestimmung der Tumorlast wurden Hamatoxylin- und Eosin-
gefarbte (H&E) Schnitte in 25-facher VergréBerung mit einer an das Mikroskop an-
geschlossenen Kamera und dem AxioVision-Programm schrittweise fotografiert.
Hierbei musste darauf geachtet werden, dass alle Einzelbilder geniigend Uberlap-
pungsbereiche zu den angrenzenden Bildern besaBen. Die Einzelbilder wurden an-
schlieBend mit der Panoramafunktion des Grafikprogramms Adobe Photoshop Ele-
ments 4 zu einem Gesamtbild zusammengesetzt.

Die Auswertung der Bilder erfolgte unter Verwendung des Programms /mageJ und
bei gleichzeitiger Sichtkontrolle der Schnitte am Mikroskop. Die Sichtkontrolle wurde
mit 100-facher VergréBerung vorgenommen. Um die Tumorareale zu messen, wur-
den diese mit der Freehand-Funktion des Programms umrandet. Die Bestimmung
des Flacheninhalts erfolgte mithilfe der Measure-Funktion. Dieses Verfahren wurde
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auf alle Tumorareale des Schnitts und die Gesamtflache des Schnitts angewendet.
AnschlieBend erfolgte die Aufsummierung aller Tumorareale, wodurch sie ins Ver-
haltnis zur Flache des Gesamtschnitts gesetzt werden konnten.

3.2.2.2 Bestimmung der Tumorareale

Unter Zuhilfenahme der entwickelten Analysemethode (3.2.2.1) wurden jeweils 2
H&E-Schnitte von zundchst 3 Kontrolltieren und 4 2-DG -behandelten Tieren histolo-
gisch analysiert.

Auch hier war zu sehen, dass die Behandlung der ASV-B-Tiere mit 2-DG keinen Ein-
fluss auf das Tumorwachstum besitzt (Abb. 13).
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Abb. 13: Histologische Analyse der Tumorlast
Vergleich der Tumorlast der 2-DG-behandelten Tiere (grau) sowie der Kontrolltiere (PBS, weif3) nach
6-tagiger Behandlung mit 500 mg/kg 2-DG.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass 2-DG keinen antiproliferativen Effekt auf die
murinen HCC-Tumorzellen in vivo ausibt. Zudem musste es in sehr hohen Dosen
eingesetzt werden, um in vitro antiproliferativ zu wirken. Diese beiden Tatsachen
sprechen daflr, dass eine Art Resistenz der Zellen gegentiber 2-DG vorliegen kénn-
te. Die hohen Glukosekonzentrationen im Medium (DMEM 4,5 g/I Glukose, RPMI
2 g/l Glukose) und die Glukosemengen im Standardtierfutter (ca. 41,2 % Kohlenhyd-
rate) kénnten zur verringerten Wirksamkeit von 2-DG fluhren. Diese reduzierte Wirk-
samkeit kénnte mdglicherweise durch eine kompensatorische Glukoseaufnahme
hervorgerufen werden. Eine Verringerung der frei verfligbaren Glukose kénnte dem-
entsprechend einen positiven Effekt auf die Aufnahme und Wirksamkeit von 2-DG
ausuben.
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3.3 Verringerung der Glukosekonzentration zur Optimierung der Wirksamkeit

von 2-DG in vitro

Es sollte Gberprift werden, ob die Verringerung der externen Glukosezufuhr die
Wirksamkeit von 2-DG in vitro und in vivo erhdéht. Dazu wurde die
Glukosekonzentration der Medien auf "4 des urspriinglichen Wertes reduziert. Hierzu
wurden 2 Standardmedien mit geringeren Glukosekonzentrationen (RPMI 0,5 g/l
Glukose, DMEM 1 g/I Glukose) verwendet. Des Weiteren wurden die ASV-B-Mause
mit einer industriell hergestellten Diat geflttert. Wahrend die Tiere bei Fitterung des
Standardfutters 58 % der Energie aus Kohlenhydraten bezogen, liefert die Diat bei
gleicher Gesamtmenge an aufgenommener Energie nur noch 15 % (15-%-KH) der
Gesamtenergie aus Kohlenhydraten. Es fand demnach ebenfalls eine Reduktion auf

Ya des urspringlichen Werts statt.

3.3.1 Die Auswirkungen einer Glukoserestriktion und 2-DG-Behandlung in

vitro

3.3.1.1 Analyse des Proliferationsverhaltens

Die Aussaat erfolgte im Medium mit hohen Glukosekonzentrationen. Nach 24 h wur-
de das Medium durch glukosereduziertes Medium ersetzt. Zusétzlich erfolgte eine
teilweise Behandlung der Zellen mit 2-DG. AnschlieBend wurden die Zellzahlen bei-
der Zelllinien nach 72 h bestimmt.

Die Reduktion der Glukosekonzentration per se hatte keinen Effekt auf die Prolifera-
tion der Hep G2-Zellen (Abb. 14 A, weiBBe Balken). Wohingegen die Kombination aus
Glukosereduktion und 2-DG-Behandlung zu einem synergistischen Effekt bei der In-
hibition der Proliferation fuhrte (Abb. 14 A, graue Balken). Das konnte ebenfalls fur
die SK-HEP-1-Zellen beobachtet werden (Abb. 14 B, graue Balken). Im Gegensatz
zu den Hep G2-Zellen wirkte die alleinige Glukosereduktion in den SK-HEP-1-Zellen
antiproliferativ (Abb. 14 B, wei3e Balken).
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Abb. 14: Zellteilungsraten bei Inkubation in glukosereduziertem Medium und 2-DG-Behandlung
Abgebildet sind die Zellteilungsraten von Hep G2 (A) und SK-HEP-1 (B) nach 72 h Behandlung mit
2-DG (grau) und/oder bei Inkubation in glukosereduziertem Medium (jeweils 3. und 4. Balken). Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (weiB3). * p < 0.05, ,** p < 0.01

3.3.1.2 Zellzyklusanalyse der HCC-Zelllinien

Die Kombination von Glukosereduktion und 2-DG-Behandlung flhrte in beiden Zellli-
nien zu einem synergistischen Effekt, bezogen auf die antiproliferative Wirkung von
2-DG. Um zu Uberprifen, ob dieser Effekt im Zusammenhang mit Zellzyklusande-
rungen steht, wurden in diesem Teil der Arbeit die Zellen fir 72 h mit
glukosereduziertem Medium und ggf. mit der ICso von 2-DG behandelt.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Glukosekonzentration in bei-
den Zelllinien zu keinem sichtbaren Effekt auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus
fuhrte (Abb. 15, unbehandelte Zellen). Des Weiteren zeigte sich auch bei Kombinati-
on von Glukoserestriktion und 2-DG-Behandlung kein messbarer Effekt auf den Zell-
zyklus (Abb. 15, 2-DG).
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Abb. 15: Verteilung der Zellen im Zellzyklus am Beispiel von Hep G2

Die Zellen wurden im Medium mit hohen (A) und niedrigen Glukosekonzentrationen (B) kultiviert. Die
Behandlung mit 2-DG (grau) erfolgte fir 72 h. 2n — einfacher Chromosomensatz, 4n — doppelter
Chromosomensatz

Da 2-DG die Glykolyse hemmt und eine Restriktion der frei verfligbaren Glukose ei-
nen ahnlichen Effekt haben kbénnte, ist es mdglich, dass die 2-DG-verursachte Stei-
gerung der Expression von CALR, HSPA5 und HSP90B1 auch durch Glukose-

restriktion erreicht werden konnte.
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3.3.1.3 Analyse der Expression von ER-Stress-Chaperonen

Nach einer 24-stindigen Behandlung der Zellen mit 2-DG und glukosereduziertem
Medium wurde die RNA aller Zellen isoliert und die daraus gewonnene cDNA mittels
gPCR analysiert.

Es war sowohl in Hep G2 als auch in SK-HEP-1 keine gesteigerte Expression von
CALR, HSPA5 und HSP90B1 zu messen (Abb. 16, graue Balken). Eine Kombination
von Glukosereduktion und 2-DG-Gabe flihrte jedoch zu einer erh6hten Expression
der 3 Chaperone im Vergleich zur 2-DG-Gabe allein (Abb. 16 graue, gepunktete Bal-
ken).
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Abb. 16: Genexpression von CALR, HSPA5 und HSP90B1 bei Wachstum im glukosereduzierten
Medium

Gezeigt ist die Genexpression von CALR, HSPA5 und HSP90BT1 in Hep G2 (A) und SK-HEP-1 (B) bei
24-stindigem Wachstum im glukosereduzierten Medium (grau) und bei zuséatzlicher Behandlung mit
2-DG (grau gepunktet). K — unbehandelte Zellen, n.s. — nicht signifikant

Da die Kombination von 2-DG-Behandlung und Glukoserestriktion einerseits zur ver-
starkten Hemmung der Proliferation beider HCC-Zelllinien und andererseits zur ge-
steigerten Expression der ER-Stress-Chaperone flhrt, sollte die Effektivitat dieser

Kombination im ASV-B-Mausmodell getestet werden.
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3.4 In-vivo-Analyse der ASV-B-Mause nach Glukoserestriktion und 2-DG-
Behandlung

Obwohl der Effekt von 2-DG auf die Proliferation in vitro nicht Hif-1-vermittelt ist, sol-
len in diesem Abschnitt der Arbeit sowohl ASV-B-Tiere mit intaktem Hif-1a (WT) als
auch Tiere mit funktionell inaktiviertem Hif-1a (HIF-KO) analysiert werden, da die
In-vitro-Situation nicht immer der In-vivo-Situation entsprechen muss. Die funktionelle
Hif-1a-Inaktivierung wurde durch Verwendung eines cre-loxP-Systems erreicht (154-
156). Im Verlauf der ersten Versuchsreihe mit 15-%-KH-Futter und Standardfutter
wurden sowohl 12—14 Wochen alte Tiere als auch 16—17 Wochen alte Tiere mit
15-%-KH-Futter geflttert und zusatzlich mit 2-DG behandelt. Innerhalb der ersten 3
Tage nach Beginn der Fltterung mit 15-%-KH-Futter verstarben 35—40 % % der 16—
17 Wochen alten Tiere (Abb. 26). Es verstarb jedoch keines der 12—14 Wochen alten
Tiere. Die Gruppe der éalteren Tiere vertragt die Nahrungsumstellung auf 15-%-KH-
Futter um einiges schlechter als die Gruppe der jingeren Tiere. Es ist bekannt, dass
das murine HCC im ASV-B-Mausmodell im Zeitverlauf Uber das Adenom-Stadium
(12 Wochen) bis hin zum HCC-Stadium (> 16 Wochen) fortschreitet (152; 153). An-
hand dieser Altersklassifikation ist ersichtlich, dass nur HCC-tragende ASV-B-Tiere
bei Futterung des 15-%-KH-Futters verstarben. Im Folgenden werden die Tiere als
Adenom- und HCC-Mause bezeichnet. Auf die ASV-B-HCC-Gruppe wird an einem

spateren Punkt dieser Arbeit ndher eingegangen.

3.4.1 In-vivo-Analyse der ASV-B-Adenom-Mause

Den Tieren wurde ab einem Alter von 14 £ 0,5 Wochen kohlenhydratreduziertes Fut-
ter in Form von konventionell hergestelltem Futter der Firma ssniff Spezialdiaten
GmbH (15-%-KH) verabreicht (Tabelle 6).

Tabelle 6: Prozentuale Zusammensetzung und kJ-%-Zusammensetzung des Standard- und
15-%-KH-Futters

Standard 58 41,2 33 19 9 3,3
15-%-KH 15 12,2 60 55,8 25 10,4



Ergebnisse 58

Damit sich die Tiere langsam an das Futter gewéhnen, wurden sie zunachst 2 Wo-
chen ausschlieBlich mit dem 15-%-KH-Futter geflttert. Nach dieser 2-wdchigen
Adaptationsphase wurden die Tiere mit 2-DG behandelt. Im Verlauf des ersten Ver-
suchs war zu sehen, dass die Tiere bei einer Gabe von 500 mg/kg 2-DG leiden. Auf-
grund ihres Zustands (Fell struppig, kaum Motilitat) wurde die 2-DG Dosis schrittwei-
se auf 125 mg/kg reduziert. Somit wurden anschlieBend alle Tiere mit 125 mg/kg
2-DG behandelt. Daflir wurde die Therapie im Vergleich zu der sechstagigen 2-DG-
Gabe (2.2.4.2, 3.2) variiert. In diesem Versuchsabschnitt erhielten die Tiere 2-DG in
2 Blécken mit je 5 aufeinanderfolgenden Tagen sowie einer zweitdgigen Erholungs-
phase zwischen den Blécken (Abb. 17).
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Abb. 17: Versuchsablauf bei Gabe von 15-%-KH-Futter und 2-DG
Die Futterung mit 15-%-KH-Futter erfolgt 2 Wochen vor und wahrend der 2-DG-Behandlung.

3.4.1.1 Analyse des Koérpergewichts der einzelnen Versuchsgruppen

Um zu Oberprifen, ob die Verabreichung des 15-%-KH-Futters eine Auswirkung auf
den Gewichtsverlauf der Tiere hat, wurden diese Uber den gesamten Zeitraum mehr-
fach wdchentlich gewogen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Tiere, welche mit
Standardfutter geflittert worden.

Die Futterung mit 15-%-KH-Futter per se fuhrte zu keiner Verdnderung des Korper-
gewichts der WT- und HIF-KO-Tiere (Abb. 18). Es wird somit davon ausgegangen,
dass beide Genotypen das 15-%-KH-Futter sehr gut vertragen.
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Abb. 18: Gewichtsverlauf bei Flitterung des 15-%-KH-Futters

Angegeben ist das prozentuale Gewicht von ASV-B-WT- (A) und HIF-KO-Tieren (B) bei Fitterung des
Standardfutters (schwarz) bzw. 15-%-KH-Futters (grau). Als Ausgangsgewicht diente das Kérperge-
wicht der Tiere vor Fitterung des 15-%-KH-Futters. Als Kontrolltiere dienten Tiere, die PBS erhielten
(schwarze Linie).

3.4.1.2 Histologische Analyse der Tumorlast

Wie zuvor beschrieben (2.2.5.4, 3.2.2), wurde auch hier die Tumorlast aller Ver-
suchsgruppen histologisch analysiert.

Hierbei war zu sehen, dass die Tumorlast der WT- und HIF-KO-Tiere, die 125 mg/kg
2-DG bei Standardfutter erhielten, der Tumorlast der PBS behandelten Tiere unter
Standardfutter entsprach. Weiterhin war zu sehen, dass die Futterung des 15-%-KH-
Futters zu einer Reduktion der Tumorlast um 29,6 % bei den WT-Tieren und um

35 % bei den HIF-KO-Tieren fihrte. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Be-
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handlung mit 2-DG keine stéarkere Hemmung der Tumorprogression bei Futterung
von 15-%-KH-Futter bewirkt (Abb. 19).
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Abb. 19: Tumorlast der ASV-B-Tiere bei Fiitterung des 15-%-KH-Futters

Die Tumorlast der Hif-1a-WT- und HIF-KO-Tiere bei Fltterung von Standard- (weif3) und 15-%-KH-
Futter (grau) sowie bei Verabreichung von 125 mg/kg 2-DG (gepunktet) wurde histologisch analysiert.
Als Kontrollen dienten WT- und HIF-KO-Tiere, die das Lésungsmittel PBS (Standard, 15 % KH) erhiel-
ten. ** p < 0.01, *** p < 0.001, n.s. — nicht signifikant

Die Leberhistologien der WT-Tiere wurden im Anschluss durch den Pathologen
Prof. Dr. Christoph Loddenkemper (PathoTres, Berlin), welcher eine hohe Expertise
in der Auswertung histologischer Schnitte besitzt, nochmals in Hinsicht auf die Tu-
morlast untersucht.

Er konnte ebenso eine Reduktion der Tumorlast der WT-Tiere bei Futterung von
15-%-KH-Futter ermitteln (Abb. 20). Durch diese zweite Auswertung wurde zudem

gezeigt, dass die Auswertung der H&E Schnitte mit der hier etablierten Methode vali-
de ist.
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Abb. 20: Tumorlast der Hif-1a-WT-Tiere bei Fiitterung von 15-%-KH-Futter
Die Bestimmung der Tumorlast der mit Standardfutter gefltterten (weif3) und mit 15-%-KH-Futter ge-

futterten (grau) Tiere erfolgte durch einen Pathologen mit Expertise in der Auswertung histologischer
Schnitte. ** p < 0.01
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Wahrend der In-vivo-Versuchsreihen fiel auf, dass die Tiere, welche das 15-%-KH-
Futter erhielten, vermehrte korperliche Aktivitdt zeigten. Um diese Beobachtung
quantifizieren zu kdnnen, wurde einer kleinen Gruppe von WT-Tieren, die entweder
Standard- oder 15-%-KH-Futter erhielten, die Mdglichkeit zur freiwilligen Bewegung
im Laufrad gegeben.

3.4.1.3 Analyse der Mobilitat von WT-Tieren bei Flitterung von 15-%-KH-Futter

Zunachst erfolgte zur Adaptation der Tiere an das Futter eine 2-wdchige Futterung
mit 15-%-KH-Futter. Nach dieser Anpassungsphase wurde jedem Tier ein Laufrad,
welches Gesamtstrecke, Tagesstrecke und Durchschnittsgeschwindigkeit misst, zur
freien Verflgung in den Kafig gestellt. Die Tiere hatten nun die Méglichkeit, Uber eine

Dauer von 2 Wochen das Laufrad jederzeit zu nutzen (Abb. 21).
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Abb. 21: Versuchsablauf bei freiwilliger Aktivitat durch Laufradnutzung

Die Aktivitatsmessung erfolgte 2 Wochen nach Beginn der Fltterung des 15-%-KH-Futters. Sie wurde
for die darauffolgenden 2 Wochen gemessen. Der Versuch wurde gleichzeitig mit Standardfutter-
gefitterten Tieren durchgefihrt.

Durch die Messung der korperlichen Aktivitat jedes einzelnen Tieres konnte die sub-
jektive Beobachtung einer héheren Aktivitat der Tiere mit Kohlenhydratrestriktion be-
statigt werden. Die Tiere, die das 15-%-KH-Futter erhielten, wiesen tagesabhéangig
eine bis zu 25-fach langere Gesamtstrecke auf (Abb. 22 A, grau). Zudem zeigte sich,
dass die Durchschnittsgeschwindigkeit dieser Tiere ebenfalls tagesabhangig die
doppelte Héhe der mit Standardfutter-gefiitterten Tiere erreichte (Abb. 22 B, grau).
Das Absinken der gelaufenen Gesamtstrecke der 15-%-KH-Futter Tiere an den Ta-
gen 9-12 wird durch die Messung der Laufleistung von nur 2 Tieren verursacht
(Abb. 22 #).
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Abb. 22: Gesamtstrecke und durchschnittliche Laufgeschwindigkeit

Die Gesamtstrecke (A) und durchschnittliche Laufgeschwindigkeit (B) einer kleinen Gruppe von
WT-Tieren, die Standardfutter (schwarz, 2 Tiere) oder 15-%-KH-Futter (grau, 3 Tiere) erhielten, wurde
gemessen. Durchschnittswert von 2 oder 3 zusammenh&ngend gemessenen Tagen, # nur 2 Tiere
gemessen

3.4.1.4 Analyse der zugrundeliegenden Mechanismen der tumorhemmenden
Wirkung

In diesem Abschnitt der Arbeit sollten die Mechanismen, die zur Reduktion des Tu-
morvolumens bei Fitterung von 15-%-KH-Futter flihrten, naher charakterisiert wer-
den. Da die Reduktion der Tumorlast scheinbar nicht von Hif-1 anhangig ist, wurden
die Analysen nur an WT-Tieren durchgeflhrt. Die Reduktion des Tumorvolumens
kénnte durch folgende Mechanismen verursacht werden:

e Aktivierung der Amp-Kinase und daraus resultierende fehlende Aktivierung der
ribosomalen Protein-S6-Kinase;
e Verringerte Phosphorylierung der Map-Kinasen;

e Minderversorgung der Tumorzellen mit Glukose.
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Aktivierung der Amp-Kinase und daraus resultierende fehlende Aktivierung der

ribosomalen Protein-S6-Kinase

Es ist bekannt, dass metabolischer Stress, beispielsweise verursacht durch kalori-
sche Restriktion, Ampk aktiviert (159; 160). Auch ist bekannt, dass Ampk die Prolife-
ration von HCC-Zelllinien und das Wachstum von HCC-Geweben inhibiert (161). Die
Aktivierung der Amp-Kinase durch Phosphorylierung fahrt zur Inhibition von
mechanistic target of rapamycin (Mtor). Mtor kann dadurch die Phosphorylierung der
ribosomalen Protein-S6-Kinase, 70kDa, Polypeptid 1 (Rps6kb1) nicht mehr férdern
(162). An dieser Stelle sollte die Phosphorylierung des murinen Ampk und Rps6kb1
mittels Western-Blot analysiert werden.

Anhand der Abb. 23 ist ersichtlich, dass die Fitterung von 15-%-KH-Futter keine An-
derungen in der Phosphorylierung der Amp-Kinase und Rps6kb1 hervorrief. Eine
Reduktion des Tumorvolumens durch Aktivierung der Amp-Kinase kann somit aus-

geschlossen werden.
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Abb. 23: Proteinexpression der murinen Amp-Kinase und der murinen Rps6kb1

Die Proteinexpression der murinen Amp-Kinase (A) und der murinen Rps6kb1 (B) nach Fitterung der
ASV-B-WT-Tiere mit Standard- oder 15-%-KH-Futter wurde mittels Western-Blot-Analysen untersucht.
Als Ladekontrolle diente die nicht phosphorylierte Form der jeweiligen Proteinkinase. p —
phosphoryliert

Verringerte Phosphorylierung der Map-Kinasen

Die Aktivierung von Map-Kinasen stellt einen zentralen Faktor in der Regulation von
Zellproliferation und Uberleben dar (146; 163; 164). Diese Aktivierung erfolgt iber
mehrere Zwischenschritte durch Rezeptortyrosinkinasen (Rtk) (146). Sowohl der In-
sulinrezeptor (Insr) als auch der insulindhnliche Wachstumsfaktor-Rezeptor (lgfr) ge-
hort zur Familie der Rtk. Eine Reduktion der Glukose und dadurch verringerte Bin-
dung an Insr und Igfr kénnte somit zur reduzierten Aktivierung der Mapk fihren. Um
dies zu prifen, wurde die Phosphorylierung der murinen Mapk1 und Mapk3 mittels

Western-Blot Uberprift.
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Hierbei war zu sehen, dass sich der Phosphorylierungsgrad von Mapk1 und Mapk3
der 15-%-KH-Futter-Tiere (Abb. 24 rechts) nicht vom Phosphorylierungsgrad der Tie-
re, die Standardfutter erhielten (Abb. 24 links), unterschied.
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Abb. 24: Proteinexpression der murinen Map-Kinasen 1 und 3

Abgebildet ist die Proteinexpression der murinen Mapk1 und 3 nach Fitterung der ASV-B-WT-Tiere
mit Standard- oder 15-%-KH-Futter. Als Ladekontrolle diente die jeweils unphosphorylierte Form. p —
phosphoryliert

Minderversorgung der Tumorzellen mit Glukose — Blutglukosebestimmung
Um die Auswirkung des 15-%-KH-Futters auf die Blutglukose der ASV-B-Tiere zu

dberprifen, wurde den Tieren am Tag der Leberentnahme Blut aus der Schwanzve-

ne entnommen. Die Blutglukose wurde mithilfe eines Blutzuckermessgerats
(Contour, Bayer AG) sowie den zugehdrigen Messstreifen bestimmt. Der Normwert
gesunder Tiere liegt zwischen 62—175 mg/dl Glukose (165).

Es konnte gezeigt werden, dass die Blutglukose der WT- und HIF-KO-Tiere bei Flt-
terung von 15-%-KH-Futter im Vergleich zum Standardfutter deutlich verringert ist.
Die Blutglukose der mit 15-%-KH-Futter gefltterten Tiere lag bei ca. 84 mg/dl, die der
Tiere, die Standardfutter erhielten, bei 100—110 mg/dl (Standard) (Abb. 25).
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Abb. 25: Blutglukose der ASV-B-Tiere
Die Blutglukose der Kontrolltiere (Standard) und der mit 15-%-KH-Futter gefitterten Tiere (grau) wur-
de zu Versuchende bestimmt.
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Eine Minderversorgung der Tumoren kann trotz der im Normalbereich gelegenen
Blutglukose der 15-%-KH-Futter-Tiere nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

3.4.2 In-vivo-Analysen der ASV-B-HCC-Mause

Wie bereits unter 3.4 beschrieben, wurden die 16 Wochen alten Tiere aufgrund von
Literaturdaten als HCC-tragende M&ause charakterisiert. Diese Versuchsgruppe ist
durch hohe Sterberaten bei Futterung von 15-%-KH-Futter gekennzeichnet. Es soll
an dieser Stelle zunachst ein Uberblick Uiber die Sterberaten dieser Tiere gegeben

werden.

3.4.2.1 Uberlebensrate der ASV-B-HCC-Mause

In der Altersgruppe der ASV-B-HCC-Mause verstarben in den ersten 3 Tagen nach
Beginn der Futterung mit 15-%-KH-Futter ca. 35-40 % der Tiere beider Gruppen
(WT und HIF-KO). Im Verlauf der ersten 14 Tage starben insgesamt 62,5 % der WT-
und 36,4 % der HIF-KO-Tiere (Abb. 26).
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Abb. 26: Sterberaten der ASV-B-Tiere bei zweiwdchiger Fitterung mit 15-%-KH-Futter

Die Sterberaten der Hif-1a-WT- (A) und HIF-KO-Tiere (B) bei zweiwdchiger Fitterung mit 15-%-KH-
Futter (grau) im Vergleich zur Fltterung mit Standardfutter (schwarz) wurden unter Zuhilfenahme der
Kaplan-Meier-Methode untersucht.

Die Futterung des 15-%-KH-Futters schien eine Verschlechterung des Gesundheits-
zustands der Tiere hervorzurufen. Es stellt sich hier die Frage, ob die Kohlenhydrat-
reduktion beim fortgeschrittenen HCC mdglicherweise zur Hypoglykdmie und daraus
resultierend zum Tod der Tiere flhrte. Einen weiteren wichtigen Aspekt stellt die fort-
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schreitende Leberschadigung dar. Die hohe Proteinmenge des Futters kénnte da-
durch zur Proteotoxizitat in der Leber fUhren.

3.4.2.2 Bestimmung der Blutglukose

Die Bestimmung der Blutglukose erfolgte, wie zuvor (2.2.4.3) beschrieben. Anhand
der sehr geringen Probenzahlen konnte nur eine sehr eingeschrankte Aussage ge-
troffen werden.

Ersichtlich war jedoch, dass die Reduktion der Kohlenhydrate im Futter nicht zur
Ausbildung einer Hypoglykamie fihrte. Die Werte beider Genotypen bei Fitterung
mit 15-%-KH-Futter blieben im Normbereich zwischen 62 und 175 mg/dl (Abb. 27).
Ein unveranderter Blutglukosewert war in den HIF-KO-Tieren zu verzeichnen. Hierbei
war jedoch fraglich, ob die Werte die In-vivo-Situation korrekt widerspiegeln, da die

Blutwerte von jeweils nur 1 oder 2 Tieren bestimmt wurden.
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Abb. 27: Blutglukose der ASV-B-Tiere bei Flitterung des 15-%-KH-Futters
Die Bestimmung der Blutglukose der ASV-B-Tiere, die mit Standardfutter (weif3) und 15-%-KH-Futter
(grau) gefuttert wurden, erfolgte bei Versuchsende.

3.4.2.3 Bestimmung der Parameter AST und ALT als MaB der Leberschadi-
gung

Die Integritat der Leber kann mithilfe der Transaminasen Aspartat-Aminotransferase
(AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT) bestimmt werden. Die Werte beider
Transaminasen geben Aufschluss Uber die Leberschadigung. Eine hohe Konzentra-
tion dieser Transaminasen im Blut spricht flr eine starke Leberschadigung. Die Mes-
sung der beiden Transaminasen erfolgte aus Blutproben der Tiere. Die Analysen
wurden anhand der WT-Tiere durchgefiihrt, da diese eine deutlich erhéhte Sterbera-
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te im Vergleich zu den HIF-KO-Tieren aufwiesen. Die Messung der Blutparameter
erfolge durch ein auf Tierproben spezialisiertes Diagnostiklabor (synlab.vet GmbH).
Laut Angaben dieses Labors liegt der Referenzbereich fir AST zwischen 55 und
124 U/I, und der fir ALT zwischen 28 und 184 U/l (Quelle: Laborbefund synlab.vet
GmbH, siehe Anhang).

Die Lebern der WT-Tiere wiesen schon bei Fltterung von Standardfutter einen
9,6-fach erhdhten AST-Wert und einen 7,3-fach erhéhten ALT-Wert im Vergleich
zum héchsten Normwert auf. Bei Fltterung von 15-%-KH-Futter erhéhten sich diese
Werte auf das 21,8-fache (AST) beziehungsweise 11,8-fache (ALT) des Normwerts
(Abb. 28). Die Futterung von 15-%-KH-Futter verstéarkt die schon vorhandene Leber-

schadigung noch um ein Vielfaches.
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Abb. 28: AST und ALT als MaB fiir die Leberschadigung

Die Parameter AST und ALT wurden als MaB fiir die Schadigung der Leber der WT-Tiere, die mit
Standardfutter (wei3) und 15-%-KH-Futter (grau) gefittert wurden, gemessen. Beide Werte wurden
nach einer 7-tdgigen Fltterung des 15-%-KH-Futters bestimmt.

Mithilfe der AST- und ALT-Werte kann der durch de Ritis efal. eingeflihrte
De-Ritis-Quotient als MaB der Leberschadigung bestimmt werden (166). Ein
De-Ritis-Quotient < 1 spricht flr einen geringen Leberschaden, wie er z. B. durch
eine milde Hepatitis verursacht wird, ein De-Ritis-Quotient > 1 spricht flr einen
schwerwiegenderen Leberschaden, welcher unter anderem bei alkoholtoxischen Le-
berschaden auftritt (166).

Der De-Ritis-Quotient der mit Standardfutter gefitterten Tiere betrug 0,88 + 0,06 und
spricht somit flr eine leichte Leberschadigung. Eine schwerwiegende Leberschadi-
gung war bei Fitterung des 15-%-KH-Futters zu verzeichnen. Der De-Ritis-Quotient
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betrug hier 1,23 £ 0,14 (Abb. 29). Diese starke Leberschadigung kénnte eine Be-
griindung fur die hohen Sterberaten der ASV-B-HCC-M&use darstellen.
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Abb. 29: De-Ritis-Quotient der ASV-B-Tiere
Der De-Ritis-Quotient der ASV-B-Tiere bei Futterung von Standard- (weif3) und 15-%-KH-Futter (grau)
wurde nach Versuchsende durch Bestimmung der Parameter AST und ALT ermittelt.

3.4.2.4 Histologische Analyse der HCC-Tiere

Um den Effekt der 15-%-KH-,Diat* auf das Tumorwachstum der Uberlebenden Tiere
zu analysieren, sollten diese Tiere zunachst mit der unter 2.2.5.4 vorgestellten Me-
thode analysiert werden. Hierbei stellte sich jedoch heraus, dass die Gewebe dieser
Tiere sehr inhomogen und so stark geschadigt waren, dass eine valide Analyse der
Tumorlast dieser Tiere durch Markieren der Tumorareale nicht mdglich war. Die Ha-
matoxylin- und Eosin-gefarbten Gewebe der WT-Tiere wurden aufgrund dieser Tat-
sache einem erfahrenen Pathologen (Prof. Dr. Christoph Loddenkemper) zur Bewer-
tung vorgelegt.

Dieser bestatigte, dass regressive Areale in den Histologien zu sehen sind. Diese
regressiven Flachen traten in Form von Nekrosearealen® auf (Abb. 30 Pfeile). Eine
Auswertung der 2-DG -behandelten 15-%-KH-Futter-WT-Tiere sowie der
HIF-KO-Tiere fand an dieser Stelle nicht statt.

° Der Tod einer Zelle durch Schadigung der Zellstruktur wird als Nekrose bezeichnet.
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Standard 15-%-KH

Abb. 30: Hamatoxylin- und Eosin-gefarbte murine Leberhistologien

Beispielhaft gezeigt sind ausgewéhlte Histologien von 2 Versuchstieren in 100-facher VergréBerung.
Links angeordnet ist die gefarbte Leber eines Tieres, welches mit Standardfutter gefuttert wurde,
rechts angeordnet die Leber eines Tieres, welches 15-%-KH-Futter erhielt. Das nekrotische Areal ist
durch den Pfeil gekennzeichnet.

3.5 Erzeugung und Untersuchung 2-DG-resistenter Zellen

Die fehlende Wirksamkeit von 2-DG im Tiermodell kénnte durch eine Resistenz-
entstehung der Tumoren gegentber 2-DG erklart werden. Um die molekularen Me-
chanismen dieser Resistenz genauer untersuchen zu kdnnen, wurden 2-DG-
resistente Derivate beider HCC-Zelllinien generiert. Hierzu wurden die Zellen mit an-
steigenden 2-DG-Konzentrationen behandelt. Dieses Vorgehen ist international etab-
liert (148-150). Jede 2-DG-Konzentration wurde in 3 Zyklen zu je 120 h verabreicht.
Nach jedem Zyklus wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 95 % in der Zellkul-
turflasche mit normalem Medium inkubiert. Dies diente als Erholungsphase zwischen
den Behandlungen. Nachdem beide Zelllinien die 12- oder 16-fache 1Cso-Dosis je
drei Zyklen lang erhalten hatten, wurden sie auf ihre Resistenz gegentiber 2-DG ge-
testet. Hierzu wurde zunachst die 1Cs, der resistenten Zellen ermittelt.

3.5.1 Das Proliferationsverhaltens der resistenten Zellen

Nach einer 72-stindigen Behandlung der Zelllinien mit unterschiedlichen 2-DG-
Konzentrationen wurde die mittlere inhibitorische Konzentration bestimmt.

Hierbei war zu sehen, dass die 1Cso der resistenten Hep G2 (Hep G2g) bei einer
2-DG-Konzentration vom 3 mM liegt (Abb. 31 A). Die Hep G2g-Zellen besitzen somit
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eine 3-fach héhere ICsy als ihre Ausgangszellen (WT). Die ICso der resistenten
SK-HEP-1 (SK-HEP-1g) liegt bei 1 mM 2-DG. Diese Zellen besitzen somit eine
4-fach hdhere ICsq als ihre WT-Zellen (Abb. 31 B).
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Abb. 31: Ermittlung der IC5, (2-DG) der resistenten Zellen

Die ICs, der resistenten Hep G2-Zellen (A) und der resistenten SK-HEP-1-Zellen (B) wurde nach
72-stlindiger Behandlung mit unterschiedlichen 2-DG-Konzentrationen (grau) bestimmt. Als Kontrolle
dienten die unbehandelten Zellen jeder Zelllinie (weif3). ** p < 0.01, *** p < 0.001

Weiterhin zeigte sich, dass die unbehandelten resistenten SK-HEP-1-Zellen im Ver-

gleich zu den unbehandelten SK-HEP-1-WT-Zellen eindeutig schneller proliferierten
(Abb. 32).
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Abb. 32: Proliferationsverhalten der SK-HEP-1z im Vergleich zu SK-HEP-1-WT
Die Proliferation der unbehandelten SK-HEP-1g-Zellen (grau) und der Ausgangszelllinie (WT) wurde
nach 72 h ermittelt. WT — Wildtyp (weiB3), R — resistente (grau), ** p < 0.01

Es konnte gezeigt werden, dass beide Zelllinien durch die Behandlung resistenter
gegenilber 2-DG wurden und die Proliferation der resistenten SK-HEP-1-Zellen um
ca. 50 % im Vergleich zu den Ausgangszellen erhéht war.
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Es stellt sich hier die Frage nach den resistenzvermittelnden Mechanismen. Dazu
sollte zu Anfang die Glukoseaufnahme beider resistenter Zelllinien gemessen wer-
den. Hierbei kbnnten 2 mdgliche Mechanismen eine Rolle spielen:
e kompensatorische Glukoseaufnahme und dadurch verringerte Wirksamkeit
von 2-DG;

e Verringerung der Glykolyserate in resistenten Zellen.

Die kompensatorische Glukoseaufnahme wirde zu einer gesteigerten Aufnahme der
Glukose durch die resistenten Zellen fihren und dadurch die Glukosekonzentration
im Medium im Vergleich zu den Kontrollzellen vermindern.

Weiterhin ist bekannt, dass 2-DG die glykolyserelevanten Proteine Hexokinase 2
(Hk2) und Phosphoglukose-lsomerase (Pgi) inhibiert. Eine langerfristige 2-DG-
Exposition kénnte zur verminderten Expression beider Gene und somit zur verringer-
ten Glykolyserate fihren. Die 2-DG-resistenten Zellen kdnnten eventuell auf alterna-
tive Wege zur Energiegewinnung und Generierung von Redoxprodukten (z. B.
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, NADPH) zurlickgreifen. In diesem
Fall sollte die Glukoseaufnahme der resistenten Zellen deutlich geringer als die der

Kontrollzellen sein.

3.5.2 Analyse der resistenzvermittelnden Mechanismen

3.5.2.1 Untersuchung der Glukoseaufnahme

Zur Analyse der Glukoseaufnahme durch die resistenten Zellen wurde sowohl die
Expression des Glukosetransporters 1 (GLUTT) als auch die Aufnahme der Glukose

aus dem Zellmedium untersucht.

Analyse der Expression des Glukosetransporters 1

Die Analyse des GLUTT erfolgte mittels gPCR. Die GLUT1-Expression beider resis-
tenter Zelllinien unterschied sich nicht merklich von der Expression der Vorlauferzel-
len (Abb. 33).
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Abb. 33: Genexpression von GLUT1 in resistenten HCC-Zellen

Die Genexpression von GLUT1 wurde in den Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) ermittelt.
Die Expression wurde als x-facher Wert ausgehend von den WT-Zellen berechnet. W — Wildtyp
(weiB3), R — resistente (grau)

Analyse der Glukoseaufnahme

Die Ermittlung der Glukosekonzentration im Medium erfolgte nach 16 und 24 h mithil-
fe eines Blutzuckermessgerats (Contour, Bayer AG). Die Glukoseaufnahme wurde
anschlieBend auf die gezdhlte Zellzahl normiert. Hierbei war zu sehen, dass die
Glukoseaufnahme beider resistenter Zelllinien nach 16 h der Glukoseaufnahme der
WT-Zellen entsprach (Abb. 34). Die Ermittlung der Medium-Glukosekonzentration
der SK-HEP-1-Zellen nach 24 h gestaltete sich schwierig, da diese zumeist unterhalb
der Nachweisgrenze des Geréts lag.
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Abb. 34: Analyse der Glukoseaufnahme der 2-DG-resistenten Zellen

Gezeigt ist die Glukoseaufnahme der 2-DG-resistenten (grau) Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-
Zellen (B) im Vergleich zu den WT-Zellen (weif3). Die Bestimmung der Glukoseaufnahme erfolgte 16 h
nach Mediumwechsel. WT — Wildtyp (weil3), R — resistente (grau)

Eine Modifikation der Glykolyse bzw. glykolyserelevanter Gene und Proteine konnte
somit mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Einen weiteren mégli-

chen Resistenzmechanismus kdnnte die Kompensation der langfristigen 2-DG-
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Behandlung der Zellen durch Steigerung der ER-Stress-Antwort darstellen. Es ist
moglich, dass eine gesteigerte Expression der Chaperone CALR, HSPA5 und
HSP90B1 die Zellen vor Schadigung durch Proteinakkumulation und Zelltod schitzt.

3.5.2.2 Regulation der Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums

Betrachtet man die gPCR Ergebnisse, so ist ersichtlich, dass die resistenten Hep G2-
Zellen eine eindeutige, aber nicht signifikante Inhibition der Genexpression aller ana-
lysierten Chaperone (CALR, HSPA5 und HSP90B1) aufwies (Abb. 35 A, graue Bal-
ken). Die gPCR-Ergebnisse der resistenten SK-HEP-1-Zellen deuteten auf eine un-

veranderte Expression der 3 Chaperone hin (Abb. 35 B, graue Balken).
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Abb. 35: Genexpression von ER-Stress-Chaperonen in resistenten Zellen

Die Genexpression der Chaperone CALR, HSPA5 und HSP90B1 in resistenten (grau) Hep G2-Zellen
(A) und SK-HEP-1-Zellen (B) wurde im Vergleich zu den WT-Zellen (wei3) untersucht. WT — Wildtyp
(weil3), R — resistente (grau), n.s. — nicht signifikant

Da die Analysen der ER-Stress-Chaperone CALR, HSPA5 und HSP90B1 keine ein-
deutige Antwort bezlglich der Resistenzentstehung gegeniber 2-DG lieferten, sollte
im Folgenden Hif-1 als wichtiger resistenzvermittelnder Faktor untersucht werden.

3.5.2.3 Analyse der Expression von Hif-1a

Wie zuvor beschrieben, kann Hif-1 die Resistenz von Zellen gegeniber 2-DG vermit-
teln. Es ist denkbar, dass eine Resistenz der Zellen gegentiber 2-DG durch eine ge-
seigerte Hif-1a-Proteinexpression vermittelt wird.
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3.5.2.3.1 Analyse der Hif-1a-Proteinexpression mittels Western-Blot

Die Isolation der Kernextrakte erfolgte, wie zuvor beschrieben (2.2.3.1). Als Kontroll-
zellen dienten die WT-Zellen beider Zelllinien. Es konnte nachgewiesen werden,
dass die Hif-1a-Proteinexpression der SK-HEP-1gr denen der SK-HEP-1-WT-Zellen
entsprach. Wohingegen die Hif-1a-Proteinexpression der Hep G2 im Vergleich zu
den Hep G2-WT-Zellen erhéht ist (Abb. 36).
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Abb. 36: Hif-1a-Proteinexpression der resistenten HCC-Zellen
Die Hif-1a-Proteinexpression der Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) wurde mittels Western-
Blot-Analysen bestimmt. Als Ladekontrolle diente Yy1. WT — Wildtyp, R — resistente Zellen

3.5.2.3.2 Analyse der Genexpression von HIF1A und des Zielgens CA9

Nur mithilfe der Hif-1a-Proteinexpression allein kann jedoch noch keine Aussage
Uber die Funktionalitat des Hif-1-Proteins getroffen werden. Aus diesem Grund wurde
im Anschluss an die Western-Blot-Analysen die Genexpression des durch Hif-1 sehr
stark aktivierten Zielgens CA9 mittels gPCR analysiert. Hierbei war jedoch zu sehen,
dass die Expression von CA9 in den resistenten Hep G2- und SK-HEP-1-Zellen ein-
deutig inhibiert war (Abb. 37).
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Abb. 37: Genexpression von CA9 in resistenten HCC-Zellen

Die Expression des Hif-1-Zielgens CA9 wurde in den Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B)
durch gPCR-Analysen bestimmt. Die Expression wurde als x-facher Wert ausgehend von den WT-
Zellen berechnet. WT — Wildtyp (wei3), R — resistente (grau), * p < 0.05
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Diese Beobachtung steht im klaren Gegensatz zu den Ergebnissen der Proteinex-
pressionsanalysen, die eine erhéhte Expression von Hif-1a in den HegG2g und eine
gleichbleibende Expression in den SK-HEP-1g im Vergleich zu den Kontrollzellen
zeigten. Aufgrund dessen wurde die Genexpression von HIF1A in beiden Zelllinien
ermittelt. Hier war zu sehen, dass die resistenten Hep G2-Zellen eine deutlich inhi-
bierte (Abb. 38 A) und die resistenten SK-HEP-1-Zellen eine nicht signifikant erhéhte
(Abb. 38 B) HIF1A-Genexpression aufwiesen.
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Abb. 38: Genexpression von HIF1A in resistenten Zellen
Die Expression von HIF1A wurde in den Hep G2-Zellen (A) und SK-HEP-1-Zellen (B) mittels gPCR
bestimmt. Die Expression wurde als x-facher Wert ausgehend von den WT-Zellen berechnet. WT —
Wildtyp (weiB3), R — resistente (grau), n.s. — nicht signifikant

Obwohl die Genexpression von HIF1A in den Hep G2g-Zellen und die des Zielgens
CA9 in beiden resistenten Zelllinien sehr stark gehemmt war, schien die Hif-1a-
Proteinexpression kaum betroffen zu sein. Es stellt sich die Frage, ob es sich bei
dem im Western-Blot nachgewiesenen Hif-1a-Protein méglicherweise um eine zellu-
lare Akkumulation von nicht funktionalem Protein handelte und aufgrund der fehlen-
den Funktionalitdt die Genexpression des Zielgens CA9 verringert war. Aufgrund
dessen sollte die Aktivitat vom Hif-1 im Folgenden mithilfe eines Luciferase-Reporter-

Assays untersucht werden.

3.5.2.3.3 Bestimmung der Hif-1-Aktivitat mittels Luciferase-Reporter-Assay

Die Aktivitat von Hif-1 in den resistenten Zellen wurde unter Zuhilfenahme eines
HRE-Luciferase-Reporter-Plasmids ermittelt. Hierbei bindet das Hif-1-Protein an die
HRE-Sequenz im Promotor, der der Luciferase vorangestellt ist. Findet eine Bindung
statt, kommt es zur Expression der Luciferase. AnschlieBend kann durch Verwen-

dung spezifischer Substrate die Luciferase-Aktivitdit gemessen werden. Diese Mes-
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sung gibt Aufschluss Uber die transkriptionelle Aktivitdt und Funktionalitat von Hif-1.
Die Ermittlung der relativen Aktivitdten der resistenten Zellen im Vergleich zu den
WT-Zellen zeigte eine 2,3-fach gesteigerte Aktivitat in den Hep G2g-Zellen (Abb. 39
A) sowie eine nicht signifikant erhéhte Aktivitat in den SK-HEP-1g-Zellen (Abb. 39 B).
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Abb. 39: Luciferase-Aktivitdtsmessung der resistenten Zellen

Abgebildet ist eine exemplarische Messung der Luciferase-Aktivitdt der Hep G2-Zellen (A) und
SK-HEP-1-Zellen (B). Die relative Aktivitat der resistenten Zellen wurde als x-facher Wert der WT-
Zellen bestimmt. WT — Wildtyp (weiB3), R — resistente (grau), n.s. — nicht signifikant, * p < 0.05

Die Luciferase-Assays zeigen eindeutig, dass die Funktionalitdt von Hif-1 in beiden
resistenten Zelllinien nicht beeintrachtigt ist. Dadurch kann die Diskrepanz zwischen
der verstérkten Hif-1a-Proteinexpression und der verringerten HIF1A-Genexpression
in den Hep G2g jedoch nicht erklart werden. Zudem ist davon auszugehen, dass die
verringerte Genexpression von CA9 demnach nicht im Zusammenhang mit der Ex-

pression von Hif-1 steht und somit gesondert betrachtet werden sollte.
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4 Diskussion

Die spate Diagnosestellung und das damit einhergehende Fehlen kurativer Therapie-
formen stellen zentrale Probleme bei der Behandlung des Hepatozellularen Karzi-
noms dar. Darliber hinaus weist das HCC eine ausgepragte Resistenz gegeniber
systemischen Chemotherapeutika auf. Es ist daher von groBer Bedeutung, innovati-
ve Therapieformen zu entwickeln. Metabolische Veranderungen, zu denen auch die
gesteigerte Glykolyse gehért, stellen ein bedeutendes Charakteristikum solider Tu-
moren dar. In dieser Arbeit sollte der Effekt der Glykolysehemmung durch das
Glukoseanalogon 2-Deoxy-D-Glukose als potenzielles Therapeutikum zur Behand-
lung des Hepatozelluldren Karzinoms naher charakterisiert werden. Darlber hinaus
sollten potenzielle resistenzvermittelnde Mechanismen durch die Charakterisierung

2-DG resistenter Zellen untersucht werden.

4.1 Die Wirkmechanismen von 2-DG unter Standardglukosekonzentrationen

in vitro

4.1.1 Proliferation der HCC-Zelllinien

Es konnte 1 mM 2-DG als 1Cs5y der Hep G2-Zellen und 0,25 mM als ICsq der
SK-HEP-1-Zellen ermittelt werden. Die SK-HEP-1-Zellen reagierten somit deutlich
sensitiver auf eine Behandlung mit 2-DG. Auch in anderen Zelllinien variierten die
2-DG-Konzentrationen, die verwendet werden mussten, um eine Proliferationshem-
mung zu erreichen, stark. Um eine antiproliferative Wirkung bei 2 Brustkrebszelllinien
zu erzielen, setzen Aft et al. beispielsweise 4 mM 2-DG ein. Die 2 Brustkrebszellli-
nien SkBr3 und MDA-MB-468 reagieren dabei véllig unterschiedlich auf gleiche
2-DG-Konzentrationen. Wahrend die Zelllinien MDA-MB-468 eine 30-prozentige Pro-
liferationsinhibition zeigte, wuchs die SkBr3 Zelllinie bei gleicher 2-DG-Konzentration
nicht mehr (167). Liu et al. zeigten in einer Melanomzelllinie eine 50-prozentige Pro-
liferationshemmung bei Einsatz von 0,4 mM 2-DG (168). Die 2-DG-Konzentration,
die eingesetzt werden muss, um antiproliferativ zu wirken, scheint demnach nicht nur
zelltypspezifisch, sondern auch innerhalb gleicher Zelltypen zelllinienspezifisch zu
sein. Eine mogliche Erklarung fir die gesteigerte Empfindlichkeit der SK-HEP-1-
Zellen gegenliber 2-DG kénnte im geringeren Differenzierungsgrad liegen.
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Aus der Literatur ist bekannt, dass es sich bei Hep G2 um eine gut differenzierte und
bei SK-HEP-1 um eine schlecht differenzierte Zelllinie handelt (169; 170). Anhand
histologischer Analysen an Schilddriisenkarzinomen mit unterschiedlichen Differen-
zierungsgraden konnten Grabellus efal. zeigen, dass die Expression des
glykolyserelevanten Proteins Glut1 mit dem Grad der Dedifferenzierung (und somit
auch der Malignitat) ansteigt (171). Reis et al. konnten Ahnliches bei der Analyse von
Urothelkarzinomen zeigen (172). Schlecht differenzierte Karzinome und somit viel-
leicht auch schlecht differenzierte Zelllinien kénnten starker von der Glykolyse ab-
héngig sein als ihre gut differenzierten Formen. Die starkere Abhangigkeit der
SK-HEP-1-Zellen von der Glykolyse kénnte sich unter Umstédnden in der héheren

Sensitivitat gegenltber dem Glykolysehemmer 2-DG widerspiegeln.

4.1.2 Zellzyklusanalysen der Hep G2- und SK-HEP-1-Zellen

Die proliferationshemmende Wirkung von 2-DG kdénnte sich unter anderem in Zell-
zyklusarrest und Apoptose begriinden. Es konnte in beiden Zelllinien jedoch kein
Effekt der 2-DG-Behandlung auf Zellzyklus und Zelltod gemessen werden. Diese
Beobachtung geht mit Ergebnissen von Zhang et al. einher, die zeigten, dass der
antiproliferative Effekt von 2-DG auf Hep G2 nicht durch Anderungen im Zellzyklus
oder erhéhte Apoptoseraten zu erklaren ist. Der mdgliche antiproliferative Mecha-
nismus wurde nicht geklart (69). Dasselbe konnte fur Osteosarkomzellen, die mit
7,3 mM 2-DG behandelt wurden, gezeigt werden (173). Im Gegensatz dazu beo-
bachteten Aft etal., dass die Behandlung von Brustkrebszellen mit 2-DG zur
Apoptose fuhrte (167). Des Weiteren flhrte die Behandlung mit 2-DG zu einer Erhé-
hung der Pra-G1-Phase oder zum G1/G0- bzw. G2/M-Phase-Arrest in verschiedenen
Glioblastom-, Eierstockkrebs- und Mesotheliomzellen (69). In beiden Publikationen
wurden jedoch entweder sehr hohe 2-DG-Konzentrationen verwendet oder die Zellen
Uber einen langeren Zeitraum als den in dieser Arbeit gewahlten mit 2-DG behandelt.
Folglich sind auch die Effekte von 2-DG auf Zellzyklus und Apoptose vom Zelltyp ab-
hangig.

4.1.3 Vermittelt das Hif-1-Protein die Resistenz gegeniiber 2-DG?

Der fur eine antiproliferative Wirkung erforderliche Einsatz hoher 2-DG-Konzen-
trationen kdnnte fir eine Resistenzentstehung der Hep G2- und SK-HEP-1-Zellen
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sprechen. Wie bereits erwahnt, kann Hif-1 zur Resistenzentstehung gegentber
Chemotherapeutika unter anderem durch Regulation von MDR1 und Apoptose bei-
tragen (123; 157). Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Behandlung mit
2-DG zur Stabilisierung von Hif-1 unter Normoxie flihren kénnte. Zum einen konnten
Maher et al. eine Hif-1-vermittelte Resistenz gegen 2-DG bei Aktivierung des Hif-1
durch Hypoxie beobachten (31). Zum anderen kann Hif-1 auch sauerstoffunabhangig
aktiviert werden (1.1.2.2).

Interessanterweise flihrte die Behandlung beider HCC-Zelllinien mit 2-DG im Verlauf
der vorliegenden Arbeit nur kurzzeitig zur Inhibition der Hif-1a-Proteinexpression. Im
Einklang mit diesen Daten waren auch die Expressionslevel der Hif-1-Zielgene PGK
und CA9 nach 24-stiindiger Behandlung mit 2-DG nicht verandert.

Es ist einerseits vorstellbar, dass die Mechanismen, welche die Hif-1a-
Proteinexpression nach 6 h inhibierten, durch beide Zelllinien so umgangen wurden,
dass die Hif-1a-Proteinexpression nach 16 h nicht mehr gehemmt wurde. Anderer-
seits ist bekannt, dass die Plasmahalbwertzeit von 2-DG nur 5-6 h betragt (174).
Durch diese kurze Halbwertzeit und die dadurch rasch absinkende Menge der ver-
fugbaren 2-Deoxy-D-Glukose ware die Inhibition von Hif-1a zeitlich sehr limitiert.
Weiterhin kénnte die kurzzeitige Hemmung der Hif-1a-Proteinexpression ein indirek-
ter Effekt der 2-DG-Behandlung sein, welcher fir die durch 2-DG verursachte Prolife-
rationshemmung nicht relevant war. Hierflr spricht auch die Beobachtung, dass die
funktionelle Inaktivierung von Hif-1a in beiden Zelllinien zu keiner Anderung der Sen-
sitivitdt gegentber 2-DG unter normoxischen Bedingungen flihrte. Somit scheint eine
Hif-1-verursachte Resistenzentstehung ausgeschlossen zu sein. Diese Resultate
werden durch Beobachtungen von Maher et al. gestltzt, die zeigen, dass Hela-
Zellen mit funktioneller Inaktivierung von Hif-1a nur unter Hypoxie sensitiver auf
2-DG reagierten. Die Zytotoxizitdt des 2-DG war in den Hif-1a-defizienten Zellen
konzentrationsabhangig bis zu 40 % hdher (31). Eine Resistenzentstehung, verur-
sacht durch Hif-1 unter normoxischen Bedingungen, konnte damit ausgeschlossen

werden.

4.1.4 Die Induktion von ER-Stress-Genen in vitro

Die Auswertung von Transkriptomanalysen zeigte, dass die Behandlung beider HCC-
Zelllinien mit 2-DG zur gesteigerten Expression der Chaperone CALR, HSPA5 und
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HSP90B1 fuhrt. Diese Beobachtung konnte fur die Zelllinie SK-HEP-1 durch gPCR-
Messungen bestatigt werden.

Kommt es aufgrund einer Anhaufung ungefalteter oder falsch gefalteter Proteine im
endoplasmatischen Retikulum (ER) zum ER-Stress, werden verschiedene Signalwe-
ge, welche die unfolded protein response (UPR) vermitteln, aktiviert. Eine erhéhte
Expression der oben genannten Chaperone erfolgt im Verlauf der UPR und dient der
Wiederherstellung der zellularen Homdostase und der Rettung der Zellen vor dem
Zelltod (175). Die hier gemessene erhdhte Expression der ER-Stress-Chaperone
steht im Einklang mit Daten anderer Arbeitsgruppen, die zeigen, dass die Behand-
lung mit 2-DG zu ER-Stress in verschiedenen Zellen flihrte (67; 176-178). Die Induk-
tion von ER-Stress durch 2-DG erfolgt tber die Hemmung der N-Glykosylierung der
Proteine im ER (67; 179). Durch Signalwege, die wahrend der Stresssituation initiiert
werden, kénnte die proliferationshemmende Wirkung von 2-DG auf beide Zelllinien
erklart werden.

Zum einen kommt es bei einer persistierenden UPR zur Aktivierung apoptotischer
Signalwege. Ob die proliferationsinhibierende Wirkung von 2-DG auf der Induktion
von Apoptose beruht, kann mithilfe der Zellzyklusanalysen ermittelt werden. Obwohl
man die Zellen, welche in der Pra-G1-Phase dargestellt werden, ohne weitergehende
Untersuchungen nicht eindeutig als apoptotische oder nekrotische Zellen charakteri-
sieren kann, gibt die Pra-G1-Phase dennoch einen Aufschluss Uber die Anzahl der
unter 2-DG-Behandlung gestorbenen Zellen. In der vorliegenden Arbeit zeigten die
Zellzyklusanalysen beider 2-DG-behandelter Zelllinien jedoch eindeutig, dass die
Pra-G1-Phase nicht erhéht ist. Die Aktivierung apoptotischer Signalwege als Ursache
der proliferationshemmenden Wirkung von 2-DG konnte somit ausgeschlossen wer-
den.

Weiterhin kann die Proliferationshemmung durch Mechanismen der UPR selbst ver-
ursacht werden. Ein wichtiger Signalweg, welcher zur Aktivierung der UPR flhrt, wird
durch den eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2-a Kinase 3 (Perk) vermittelt.
Diese Aktivierung der Per-Kinase flhrt durch Phosphorylierung des eukaryotischen
Initiationsfaktors 2a (Eif2a) zu dessen Inaktivierung und resultiert dadurch in der Ver-
ringerung der Proteintranslation der messenger RNA (180; 181). Dies fuhrt zur Re-
duktion der Proteinlast im ER, aber durch das resultierende Fehlen wichtiger Protei-

ne zeitgleich zur Verringerung der Zellproliferation (182).
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Neben der Aktivierung verschiedener UPR-Signalwege versucht die Zelle, ihre
Homdostase durch Autophagiemechanismen wiederherzustellen. Die Autophagie
dient hierbei als alternativer Signalweg zur Degradierung falsch gefalteter Proteine,
die durch den ER-assoziierten Abbauweg (endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation, ERAD) allein nicht beseitigt werden kénnen (183). Die Untersuchung
autophagierelevanter Proteine wurde im Verlauf dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Da
jedoch bekannt ist, dass die im Verlauf der UPR verstarkt exprimierten Chaperone
Hspa5 und Hsp90b1 die Apoptose supprimieren (184-186) und 2-DG Autophagie in
verschiedenen Zelllinien hervorrief (187), ist es mdglich, dass es auch im Fall der
SK-HEP-1-Zellen zur Ausbildung von Autophagie kommt.

4.2 Auswirkung einer 2-DG-Behandlung auf das Tumorwachstum des trans-
genen HCC-Mausmodells in vivo

Das Lebergewicht sowie der Lebergewicht-Kérpergewicht-Quotient der Tiere sollten
einen ersten Uberblick iiber eine mdgliche Reduktion des Tumorwachstums geben.
Ein geringerer Lebergewicht-Kdrpergewicht-Quotient der mit 2-DG behandelten Tiere
kénnte flr eine Reduktion im Tumorwachstum bzw. eine Regression der Tumoren
sprechen. Es konnten jedoch weder Anderungen im Lebergewicht noch im Leberge-
wicht-Kérpergewicht-Quotienten verzeichnet werden.

Beide Analysemethoden sind allerdings limitiert. Kleinere Anderungen in der Tumor-
last kdnnen hierdurch nicht detektiert werden. Da zu diesem Zeitpunkt noch keine
valide Analysemethode flir die Bestimmung der Tumorlast vorhanden war, erfolgte
die Etablierung einer neuen Auswertungsmethode. Hierbei wird die Tumorlast an-
hand von H&E-gefarbten Schnitten quantifiziert. Auch hier zeigte sich, dass die Be-
handlung mit 2-DG zu keiner Veranderung der Tumorlast im ASV-B-Modell fiihrte.
Der antiproliferative Effekt, den 2-DG in vitro besitzt, konnte in vivo demzufolge nicht
bestatigt werden.

Diese Beobachtung geht mit Daten anderer Arbeitsgruppen einher. Die Behandlung
eines Xenograft-Pankreaskarzinommodells mit 1000 mg/kg 2-DG fiir 23 Tage resul-
tierte in keiner Reduktion des Tumorgewichts. Auch hier war zuvor ein proliferations-
hemmender Effekt einer 2-DG-Behandlung der Pankreaskarzinomzelllinie panc-1 in
vitro zu sehen (188). Einen ahnlichen Sachverhalt konnten auch Cheng et al. am

Xenograft-Brustkrebsmodell beobachten, wobei hier die Behandlung der entspre-
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chenden Brustkrebszelllinien mit 2-DG ebenfalls kaum antiproliferative Wirkung be-
saBB (189). Im Gegensatz dazu belegen Daten von Merchan et al. einen 2-DG-
verursachten antiangiogenen Effekt im transgenen Retinoblastom-Mausmodell, wo-
bei hier keine Informationen Uber die Tumorlast existieren (67). Ein schwacher tu-
morhemmender Effekt konnte in einem heterotopen Brustkrebsmodell gezeigt wer-
den. Um diese tumorinhibierende Wirkung zu erreichen, musste eine vierfach héhere
2-DG-Konzentration, verglichen zu den In-vivo-Experimenten in der vorliegenden
Arbeit, verwendet werden (67; 190).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Antimetabolit 2-DG keinen anti-
proliferativen Effekt auf das Tumorwachstum im ASV-B-Mausmodell besal3. Die Da-
tenlage ist hier sehr kontrovers, zeigt jedoch auch eher eine Unwirksamkeit von
2-DG hinsichtlich der Hemmung des Tumorwachstums. Es wird angenommen, dass
eine Hif-1-unabhangige Resistenz gegentber 2-DG entsteht.

Wie bereits erwahnt (1.1, 1.1.3), spielt das Tumormikromilieu bei der Entstehung von
Chemotherapieresistenzen eine entscheidende Rolle. Das Tumormikromilieu kénnte
in diesem Fall Gber 2 Wege zur Entstehung der Chemotherapieresistenz gegenliber
2-DG beitragen. Einerseits herrschen sehr hohe Glukosekonzentrationen sowohl im
Medium, als auch im Standardtierfutter. Die gesteigerte Aufnahme und Spaltung der
Glukose im Zellstoffwechsel fluhrt zur intrazellularen Anhaufung von Wasserstoffio-
nen, welche aus der Zelle transportiert werden. Dies flhrt zur Anhaufung von Was-
serstoffionen im tumorumgebenden Milieu und dadurch zum Absinken des extrazel-
lularen pH-Werts. Es wird angenommen, dass diese Azidose zur Resistenzentste-
hung gegenlber Chemotherapeutika beitragt (191). Andererseits kénnten die hohen
Glukosekonzentrationen im Medium sowie im Standardtierfutter zu einer kompensa-
torischen Glukoseaufnahme flhren und dadurch die zellulare Aufnahme von 2-DG
verringern. Das fuhrte zu der Annahme, dass die Verringerung der frei verfliigbaren
Glukose sowohl im Medium als auch im Tierfutter zur besseren Aufnahme und Wirk-
samkeit vom 2-DG filhren kénnte. Basierend auf diesen Uberlegungen wurden die
Glukosekonzentrationen im Zellkulturmedium und Tierfutter auf ¥4 der zuvor verwen-

deten Menge reduziert.
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4.3 Analyse der 2-DG-Wirkmechanismen bei Glukoserestriktion in vitro

4.3.1 Proliferationsverhalten beider HCC-Zelllinien

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit war zu sehen, dass die Kombination von
Glukoserestriktion (1 g/l Glukose — Hep G2, 0,5g/l- SK-HEP-1) und 2-DG-
Behandlung zu einem synergistischen Effekt in Hinblick auf die Proliferationshem-
mung flhrt. Ahnliche Ergebnisse wurden durch Priebe et al. gezeigt. Hier war eine
2-DG-abhéangige Reduktion der Proliferation von 5 verschiedenen Eierstockkrebszell-
linien, die durch Kombination mit Glukosereduktion sogar noch verstarkt wurde, zu
sehen (192). Wobei anzumerken ist, dass das verwendete Medium glukosefrei war.
Auch ist es erstaunlich, dass Ozdemir et al. das 10-fache der in dieser Arbeit einge-
setzten 2-DG-Konzentration verwenden mussten, um bei Hep G2 unter niedrigen
Glukosekonzentrationen (1 g/l Glukose) eine 50-prozentige Proliferationshemmung
zu erreichen (193).

Zudem zeigte sich in den in dieser Arbeit analysierten SK-HEP-1-Zellen allein bei
Reduktion der frei verfligbaren Glukose eine Hemmung der Zellproliferation. Auch in
einer Kolonkarzinomzelllinie, in einer Nierenzellkarzinomzelllinie sowie in den oben
genannten Eierstockkrebszelllinien konnte dieser Sachverhalt beobachtet werden,
wobei das Medium auch hier glukosefrei war (192; 194; 195). Wie bereits erwahnt,
handelt es sich bei SK-HEP-1 um eine schlecht differenzierte Zelllinie, von der anzu-
nehmen ist, dass diese starker auf die Zufuhr von Glukose angewiesen ist als die gut
differenzierte Zelllinie Hep G2. Eine Reduktion der Glukose per se kdnnte auf das

Wachstumsverhalten dieser Zelllinie somit einen starkeren Einfluss besitzen.

4.3.2 Zellzyklusuntersuchungen der Hep G2- und SK-HEP-1-Zellen

Die Auswertung der Zellzyklusanalysen nach Behandlung der Zellen mit
glukosereduziertem Medium und 2-DG zeigte keinen Einfluss der Kombination der
Behandlungen auf die Zellzyklusverteilung beider HCC-Zelllinien. Auch die
Glukoserestriktion allein hatte keinen Effekt. Im Gegensatz hierzu dokumentieren
Daten von Isono et al. eine dreifach erh6hte Pra-G1-Phase der Nierenzellkarzinom-
zelllinie NC65 bei Wachstum im glukosefreien Medium (195). Weiterhin wies die Ko-
lonkarzinomzelllinie RKO eine deutlich erhéhte Apoptose- und/oder Nekroserate bei
Wachstum ohne Glukose im Vergleich zum Wachstum im Medium mit Glukose auf
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(194). Der zuvor beobachtete synergistische proliferationshemmende Effekt von
2-DG und Glukosereduktion in beiden Zelllinien sowie die Verminderung der Prolife-
ration der SK-HEP-1 bei alleiniger Reduktion der Glukosekonzentration (3.3.1.1)
konnten, sofern die Effekte nicht unter der Nachweisgrenze der
durchflusszytometrischen Analysemethode liegen, durch Anderungen im Zellzyklus
nicht erklart werden.

4.3.3 Die Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums

Das 24-stindige Wachstum beider Zelllinien im Medium mit niedrigen
Glukosekonzentrationen (1 g/l Glukose Hep G2, 0,5 g/l Glukose SK-HEP-1) fihrte zu
keiner Induktion der Genexpression der drei analysierten ER-Stress-Chaperone
CALR, HSPA5 und HSP90B1. In der Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2 konnte
ebenfalls keine Proteinexpression von Hspa5 bei Wachstum im Medium mit 1 g/l
Glukose verzeichnet werden. Erst der Entzug der gesamten Glukose flhrte zum Auf-
treten von ER-Stress, messbar an der Proteinexpression von Hspa5 (196). Auch
Palorini et al. konnten in der transformierten murinen Fibroblastenzelllinie NIH-3T3
nach 24-stlindigem Wachstum im Medium mit 0,18 g/I Glukose keine Proteinexpres-
sion von Hspa5 nachweisen (197). Nach 72-stindigem Wachstum in
glukosereduziertem Medium konnten jedoch sowohl auf Transkriptom- als zum Teil
auch auf Proteinebene UPR-relevante Chaperone nachgewiesen werden (197). Die
Transkriptomanalysen zeigen eine erhbéhte Expression von Hspa5 und Hsp90b1
(197). Die Expression von Calr entsprach jedoch der Expression von Calr der Zellen,
die im Medium mit hohen Glukosekonzentrationen kultiviert wurden, bzw. war diese
nur minimal geringer (197). Diese Beobachtung kénnte daflir sprechen, dass mégli-
cherweise der Zeitpunkt der RNA-Isolation spater gewahlt werden sollte. Palorini
nimmt an, dass erst nach 72 h die Stresssituation durch das Fehlen der Glukose her-
vorgerufen wird. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine Reduktion der Proliferation der
transformierten NIH-3T3 Zellen verzeichnet (197). Zudem schien die in dieser Arbeit
eingesetzte Glukosekonzentration nicht zur Induktion von ER-Stress zu fiihren.
Mote et al. konnten eine Aktivierung des Hamster-ER-Stress-Chaperons Hspa5 in
Abhéangigkeit von der Glukosekonzentration messen. Auch hier zeigte sich eine In-
duktion der Genexpression erst bei Glukosekonzentrationen unter 1 g/l (198). Wes-

tern-Blot-Analysen mit Hep G2-Zellen, die glukosereduziertes Medium erhielten



Diskussion 85

(£ 5 mM Gilukose, entspricht ca 0,8 g/l Glukose) zeigten eine Induktion der Protein-
expression von Hspab erst bei Konzentrationen unter 1 mM (entspricht ca. 0,16 g/l)
Glukose (199).

In der vorliegenden Arbeit fihrte eine Kombination von reduzierter Glukosemenge im
Medium und der Behandlung beider Zelllinien mit 2-DG in Hep G2 und SK-HEP-1 zu
einer verstarkten Expression der ER-Stress-Chaperone, verglichen mit der alleinigen
2-DG-Behandlung. Es wurde angenommen, dass das Wachstum beider Zelllinien
unter normalen Glukosekonzentrationen zu einer kompensatorischen Aufnahme der
Glukose und dadurch zu einer verminderten Effektivitat von 2-DG flhrte. Die Verrin-
gerung der Glukosemenge kénnte nun zu einem synergistischen Effekt in Hinblick
auf die gesteigerte Expression von ER-Stress-Genen, hier an CALR, HSPA5 und
HSP90B1 zu sehen, fihren. Eine Steigerung der ER-Stress-Antwort durch Kombina-
tion von 2-DG-Gabe und Glukoserestriktion ist denkbar, da beide Behandlungen per
se eine ER-Stress-Antwort verursachen. Literaturdaten liegen fir eine Kombination
bisher jedoch nicht vor.

Die Restriktion der verfligbaren Glukose in Kombination mit der 2-DG-Behandlung
beider Zelllinien fuhrte eindeutig zu einer Proliferationsinhibition, welche méglicher-
weise durch das Auslésen einer Stressantwort durch das endoplasmatische Retiku-
lum erklart werden kénnte. Im Anschluss wurde die Auswirkung der Fltterung eines
kohlenhydratreduzierten Futters auf das Tumorwachstum im HCC-Mausmodell ana-

lysiert.

4.4 Die Auswirkungen der Glukoserestriktion und 2-DG-Behandlung auf das

Tumorwachstum im transgenen HCC-Mausmodell in vivo

Um die Auswirkungen einer Kohlenhydratrestriktion auf das Tumorwachstum im
HCC-Mausmodell zu untersuchen, wurden ASV-B-WT- und HIF-KO-Tiere mit einem
kommerziell hergestellten 15-%-KH-Futter geflttert und zeitgleich mit 2-DG behan-
delt. Ein erster Vorversuch mit ASV-B Mausen, die 13—14 Wochen bzw. 16—-17 Wo-
chen alt waren, zeigte jedoch eine hohe Sterberate der Tiere, die bei Fltterungsbe-
ginn 16—17 Wochen alt waren. Es ist bekannt, dass die Leberschadigung der Tiere
im Alter von 12 Wochen vergleichbar mit dem adenomatésen Stadium ist. Ein Fort-
schreiten der Schadigung fuhrt zur Entstehung von HCC in einem Alter von 16 Wo-

chen und darUber hinaus (152; 153). Aufgrund dieser Altersklassifikation wurde an-
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genommen, dass die Vertraglichkeit des 15-%-KH-Futters bei den ASV-B-Adenom-
und HCC-M&ausen sehr unterschiedlich ist. Die beiden Altersgruppen wurden ange-

sichts dieser Beobachtung gesondert voneinander untersucht.

4.4.1 In-vivo-Analyse der ASV-B-Adenom-Tiere

Wahrend der ersten Versuchsreihe war zu sehen, dass die Kombination aus 15-%-
KH-Futter und der Behandlung mit 500 mg/kg 2-DG zu einer Verschlechterung des
Gesundheitszustands der Tiere (struppiges Fell und kaum Motilitat) fihrte. Aufgrund
dessen erfolgte eine schrittweise Reduktion der 2-DG-Konzentration. Eine Konzent-
ration von 125 mg/kg 2-DG erwies sich als geeignete Arbeitskonzentration, da sich
der Zustand der Tiere hier nicht negativ veranderte. Zudem wurde das Behandlungs-
schema von einer 6-tagigen Behandlung auf eine 14-tagige Behandlung mit 2-tagiger
Pause modifiziert. Dieses Schema ist der klinischen Behandlung von Tumorpatienten
angepasst, welche therapeutische Agenzien mehrfach, mit definierten Pausen zwi-

schen den Behandlungen, erhalten.

4.4.1.1 Untersuchung des Korpergewichts sowie Bestimmung der Tumorlast
und der allgemeinen Fitness

Im Verlauf der 4-wdchigen Fitterung des 15-%-KH-Futters wurde der Einfluss der
Kohlenhydratreduktion auf das Kérpergewicht der Versuchstiere ermittelt. Dies sollte
der Bestimmung des Gesundheitszustands der Tiere dienen. Eine zu rasche Ge-
wichtsabnahme kann unter Umstanden den Gesundheitszustand der Tiere ver-
schlechtern. Es war jedoch sowohl bei Hif-1a-WT- als auch bei HIF-KO-Tieren keine
Anderung des Kérpergewichts im Versuchsverlauf messbar. Die Reduktion der Koh-
lenhydrate per se schien den Gesundheitszustand der Tiere somit nicht negativ zu
beeinflussen. Auch Ho et al. konnten keine Reduktion des Kérpergewichts in einem
heterotopen Plattenepithelkarzinommodell bei Fltterung eines kohlenhydratreduzier-
ten Futters mit dhnlicher Makron&hrstoffzusammensetzung verzeichnen. Zudem ma-
Ben sie ein leicht geringeres Kdrpergewicht bei Tieren, die spontan Brustkrebs ent-
wickelten, wobei hier der sehr lang gewahlte Versuchsrahmen (35 Wochen Fitte-
rung) anzumerken ist (200). Ein ahnliches Verhalten dokumentierten auch
Venkateswaran et al. an einem Xenograft-Prostatakarzinommodell. Eine Reduktion
des Kdrpergewichts der Tiere, welche kohlenhydratreduzierte Kost erhielten, fand
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hier ebenfalls erst ab einem Zeitraum von 3,5 Wochen nach Beginn der Fltterung
statt (201).

Da die Bestimmung der Tumorlast durch Wiegen der Lebern nur einen groben An-
haltspunkt Gber den Therapieerfolg geben kann und mikroskopische Gewebsveran-
derungen, welche sich im Gewicht nicht niederschlagen, nicht detektierbar sind, wur-
den die histologisch aufbereiteten Gewebe der 4 Versuchsgruppen beider Genoty-
pen mit der unter 2.2.5.4 beschriebenen Methode analysiert. Hierbei war zu sehen,
dass sich die Tumorlast der unbehandelten WT-Tiere nicht von der Tumorlast der
HIF-KO-Tiere unterschied. In einem heterotopen Mausmodell mit murinen
Hepatomzellen konnte im Gegenteil dazu ein verringertes bzw. verlangsamtes
Wachstum der subkutanten Tumoren, welche eine Defizienz in der B-Untereinheit
des Hif-1-Proteins aufwiesen, gemessen werden (202). Ebenfalls unabhangig vom
Genotyp der Tiere flhrte die Reduktion der Kohlenhydrate in der vorliegenden Arbeit
zur signifikanten Reduktion der Tumorlast um 30-35 %.

Es kann mit dieser Untersuchungsmethode jedoch nicht ermittelt werden, ob das
Tumorwachstum verlangsamt wurde oder ob es zu einer Reduktion im Tumorvolu-
men kam. Dazu muUsste die Tumorlast von altersgleichen Mausen bei Start der Ftte-
rung ausgewertet werden. Eigene Computertomografiedaten einer sehr kleinen
Gruppe von HIF-KO-Tieren (1 x HIF-KO 15-%-KH-Futter, 2 x HIF-KO 15-%-KH-Futter
und 500 mg/kg 2-DG, in dieser Arbeit nicht gezeigt) deren Tumorlast einmal 10 Tage
nach Futterungsbeginn (Start der 2-DG-Behandlung) und nach 5-tagiger 2-DG-
Behandlung gemessen wurde, zeigten jedoch eine leichte Reduktion des Tumorvo-
lumens der gesamten Leber bei Flutterung von 15-%-KH-Futter. Diese Reduktion war
unabhéangig von 2-DG (203). Ein verlangsamtes Tumorwachstum in 2 Mausmodellen
(heterotopes Plattenepithelkarzinommodell und Xenograft-Kolorektalkarzinommodell)
wurde dagegen bei Fltterung mit kohlenhydratreduziertem Futter der gleichen Mak-
rondhrstoffzusammensetzung gemessen (200). Ein reduziertes Tumorwachstum
konnte auch am Xenograft-Prostatakarzinommodell gezeigt werden (201).

Die zusatzliche Behandlung mit 2-DG flhrte zu keiner weiteren Reduktion der Tu-
morlast. Die Behandlung der ASV-B-HIF-KO-Tiere mit 2-DG zusatzlich zur Fitterung
mit 15-%-KH-Futter resultierte sogar in einer weniger starken Verringerung der Tu-
morlast, verglichen zur HIF-KO-15-%-KH-Futter-Gruppe. Das ist jedoch zu vernach-
lassigen, da die Fehlerwerte der 15-%-KH-Futter-HIF-KO-Tiere sehr hoch waren.
Hieraus folgt die Frage, ob die eingesetzte 2-DG-Konzentration méglicherweise zu
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gering war, oder ob die antitumorale Wirkung von 2-DG nach 2-wdchiger Gabe in der
Tumorlast noch nicht detektierbar war.

Anhand der von Reagan-Shaw veroffentlichten Formel zur Kalkulation der einzuset-
zenden Dosis fur die Verwendung von therapeutischen Agenzien im Mausmodell
kann die adaquate 2-DG Menge entsprechend den klinischen Studien berechnet
werden (204). In klinischen Studien werden zwischen 45 und 63 mg/kg 2-DG einge-
setzt (174; 205). Eine humane Dosis von 45 mg/kg wirde einer murinen Dosis von
525 mg/kg entsprechen. Es wurde in der vorliegenden Arbeit eventuell eine zu gerin-
ge 2-DG-Menge (125 mg/kg) verwendet. Jedoch fuhrte eine Dosis von 500 mg/kg zu
gesundheitlichen Beschwerden der Tiere. Es wurde nicht geklart, ob 2-DG trotz feh-
lender wachstumshemmender Wirkung im Tumor potenziell andere positive Effekte
in der Tumorbehandlung hervorruft. Wie bereits erwahnt, besitzt 2-DG z. B.
antiangiogene Wirkung im transgenen Retinoblastom-Mausmodell. Um diesen Effekt
zu bewirken, wurde jedoch mit einer 2-DG-Konzentration von 500 mg/kg gearbeitet
(67).

Ein Einfluss der funktionellen Inaktivierung von Hif-1a auf das Tumorwachstum bei
Verabreichung des 15-%-KH-Futters sowie bei Kombination aus Kohlenhydratreduk-
tion und 2-DG-Gabe konnte nicht beobachtet werden. Uber den Zusammenhang
zwischen Hif-1 und der Restriktion von Kohlenhydraten im Tiermodell ist zum jetzi-
gen Zeitpunkt nichts bekannt. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sprechen jedoch
fir eine untergeordnete Rolle von Hif-1 bei der durch Kohlenhydratreduktion verur-
sachten Wachstumsverringerung des murinen HCC. Ob das auch fir andere Tumor-
entitaten zutrifft, muss gesondert geprtft werden. Kwon et al. beschrieben jedoch
einen Zusammenhang zwischen dem Entzug von Glukose im Medium der humanen
Prostatakarzinomzelllinie DU-145 und der verminderten Stabilisierung von Hif-1 (un-
ter Hypoxie) in vitro (206).

Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass die kérperliche Fitness der ASV-B-Tiere
bei Restriktion der Kohlenhydrate im Futter tagesabh&ngig um ein Vielfaches héher
war als die der Tiere, welche Standardfutter erhielten. Dies zeigte sich einerseits
durch die Menge der taglich gelaufenen Gesamtstrecke und andererseits durch die
Hoéhe der taglich gelaufenen Durchschnittsgeschwindigkeit. Die Durchschnittsge-
schwindigkeit betrug das Doppelte und die Gesamtstrecke das bis zu 25-fache der
Leistung der Kontrolltiere. Weiterhin war anhand der Gesamtstrecke ersichtlich, dass
sich die korperliche Fitness der Kontrolltiere gegen Ende der Versuchsreihe weiter
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verschlechterte. Auch die gelaufene Gesamtstrecke der 15-%-KH-Tiere verringerte
sich geringfligig. Hierbei ist jedoch erwahnen, dass aufgrund eines Messfehlers ei-
nes Laufrades nur 2 Tiere (Tag 9-12) gemessen werden konnten. Die Auswertung
der durchschnittlich je Tier gelaufenen Strecke zeigt jedoch dieselbe Tendenz (Daten
nicht gezeigt). GroBBe Schwankungen in den Messwerten, die von der individuellen
Fitness der Tiere abhangig sind, kénnen durch die VergréBerung der Gruppen auf 10
Tiere wahrscheinlich minimiert werden. Nichtsdestotrotz ist ersichtlich, dass die all-
gemeine Fitness der Tiere bei Fltterung des 15-%-KH-Futters um ein Vielfaches
besser war, auch wenn sie weit unter dem Durschnitt einer gesunden Maus, welche
ca. 4 km am Tag lauft, lag (207). Es konnte nicht geklart werden, ob sich der Fit-
nesszustand der Tiere nach Start der Fltterung des 15-%-KH-Futters nicht weiter
verschlechterte oder sogar verbesserte. Nichtsdestotrotz belegt eine Metaanalyse
von Tomlinson et al., dass die kdrperliche Ertlchtigung zur Verringerung krebsbe-
dingter Nebenwirkungen wie Depression, Schlafstérungen und dem Fatigue-
Syndrom'® fiihren kann (208).

4.41.2 Analyse der zugrundeliegenden Mechanismen der antiproliferativen
Wirkung der Glukoserestriktion

Ampk als ATP/AMP-Sensor

Es ist bekannt, dass Anderungen im zellularen Energiehaushalt, die das AMP-zu-

ATP-Verhéltnis zugunsten von AMP verandern, zur Aktivierung der Amp-Kinase
durch deren Phosphorylierung fihren. Eine Aktivierung von Ampk resultiert unter an-
derem in einer Hemmung vom Mtor. Durch die Hemmung von Mtor wird die Aktivie-
rung (Phosphorylierung) der ribosomalen Protein-S6-Kinase (Rps6kb1) verhindert
(162). Rps6kb1 steuert viele zellulare Prozesse, zu denen auch Proliferation, Zell-
Uberleben und Proteinsynthese gehdéren (209). Zudem induziert Ampk Zellzyklusar-
rest und Apoptose durch Aktivierung von P53 (210; 211). Auch fir die Prognose des
HCC scheint Ampk von groBBer Bedeutung zu sein. Zheng et al. konnten durch histo-
logische Untersuchungen an humanen HCC-Geweben eine Korrelation zwischen
dem Grad an phosphoryliertem Ampk und dem Tumorstadium sowie der Uberlebens-
rate der HCC-Patienten zeigen. Das Patientenkollektiv, welches eine geringere

' Als Fatigue-Syndrom wird der Zustand anhaltender, schwerer Erschopfung, der auch durch Erho-
lungsmaBnahmen nicht zu beheben ist, bezeichnet.
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Phosphorylierung von Ampk aufwies, war durch aggressivere Tumoren sowie héhere
Sterberaten gekennzeichnet (212). Ahnliche Sachverhalte wurden auch bei Platten-
epithelkarzinomen des Kopfes und Halses und im murinen Kolorektalkarzinommodell
beobachtet (213; 214).

Aufgrund dieser Daten sollte die Phosphorylierung des murinen Ampk nach Fitte-
rung des 15-%-KH-Futters ermittelt werden. Western-Blots mit Lysaten von
WT-Tieren, die entweder Standardkost oder 15-%-KH-Futter erhielten, zeigten je-
doch keine Unterschiede in der Phosphorylierung des murinen Ampk und der
murinen Rps6kb1. Es ist somit unwahrscheinlich, dass die Reduktion des finalen
Tumorvolumens durch Anderungen im Phosphorylierungsgrad der Ampk-Kinase

oder ihres Zielproteins Rps6kb1 zu erklaren ist.

Verringerte Mapk-Phosphylierung durch das Fehlen von Glukose

Die Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptortyrosinkinasen (Rtk) flhrt Gber
mehrere Zwischenschritte zur Phosphorylierung der Map-Kinasen (146). Das wiede-
rum aktiviert verschiedene Isoformen der ribosomalen Protein-S6-Kinase, 90kDa
(Rps6ka) (146). Die Rps6ka steuern zelluldre Prozesse wie Proliferation, Uberleben
und Wachstum (146; 163; 164). Die zentrale Rolle des Ras/Raf/Map2k/Mapk-
Signalwegs ist flr verschiedene Tumoren beschrieben. Nicht zuletzt sind Mutationen
in den Onkogenen RAS und RAF in humanen Tumoren nachweisbar (215; 216). Zu-
dem ist der Mapk-Signalweg recht haufig in humanen Tumorentitaten, welche eine
konstitutive Aktivitat des epidermialen Wachstumsfaktor-Rezeptors (Egfr) aufweisen,
aktiviert (216; 217). Der Mapk-Signalweg kann auch durch die Bindung von Insulin
und dem insulinahnlichen Wachstumsfaktor (Igf) an die jeweiligen Rezeptoren, wel-
che zur Familie der Rtk gehdéren, aktiviert werden (218). Es ist vorstellbar, dass eine
reduzierte Insulinausschittung aufgrund der geringeren Glukosemenge im Blut zur
verringerten Aktivierung der Mapk fihrte.

Eine Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von Mapk1 und 3 der 15-%-KH-
Futter-Tiere zeigte jedoch keine Anderung im Vergleich zu den Tieren, welche Stan-
dardfutter erhielten. Sofern die tumorhemmende Wirkung der Kohlenhydratreduktion
tber den Ras/Raf/Map2k/Mapk-Signalweg gesteuert wird, wéare eine Verringerung
der Phosphorylierung zu erwarten gewesen. Eine Regulation durch diesen Signal-
weg konnte somit weitestgehend ausgeschlossen werden.
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Unterversorgung der Tumore mit Glukose

Auch unter Kohlenhydratrestriktion muss die Blutglukose konstant gehalten werden.
Da sowohl das Gehirn als auch andere Gewebe bzw. Zellen, wie z. B. Erythrozyten,
strikt auf Glukose angewiesen sind, muss genlgend Glukose vom Koérper bereitge-
stellt werden (21). Im fr0hen Fastenstadium, nach Absenkung des
Blutglukosespiegels, erfolgt die Umwandlung des Speicherstoffs Glykogen zu Gluko-
se (Glykogenolyse). Die hierflir notwendigen Reaktionen werden durch das Hormon
Glukagon, welches bei Glukoseunterversorgung aus den a-Inselzellen des Pankreas
sekretiert wird, aktiviert (21). Verbleibt der Organismus Uber einen langeren Zeitraum
im Fastenstadium, wird dieser Uber die Neubildung von Glukose (Glukoneogenese)
aus Proteinen (bzw. Aminosauren) und zum geringen Teil auch aus Triacylglycerolen
mit Glukose versorgt (21).

Es kdnnte angenommen werden, dass die Restriktion der verfligbaren Glukose durch
FlOtterung des 15-%-KH-Futters aufgrund der geringen Glukosemenge die
Glukoneogenese induziert und somit zur Glukoseunterversorgung der Tumore fiihrt.
Um diese Hypothese zu prifen, erfolgte die Messung der Blutglukose der mit Stan-
dardfutter- und 15-%-KH-Futter-gefutterten Tiere. Die Blutglukose der 15-%-KH-
Futter-Tiere (84 mg/dl) sank, unabhangig vom Genotyp, nicht unter den Durch-
schnittswert gesunder Tiere, der zwischen 62 und 175 mg/dl liegt. In der Studie von
Ho et al. befanden sich die Blutglukosespiegel eines spontanen murinen Brust-
krebsmodells sowie eines heterotopen Plattenepithelkarzinommodells bei Fltterung
eines Experimentalfutters mit &hnlicher Makronahrstoffzusammensetzung bei 145
bzw. 100-120 mg/dl (200). Es bleibt zu klaren, ob die Verwendung des 15-%-KH-
Futters zur Induktion von Glukoneogenese und dadurch zur Aufrechterhaltung des
Blutglukosespiegels flhrte, oder ob das 15-%-KH-Futter noch zu viel Kohlenhydrate
enthielt und dadurch keine Glukoneogenese stattfinden konnte. Literaturrecherchen
zeigten, dass die Blutglukosespiegel von mannlichen Mausen (CD1-Stamm) nach
24 h Futterentzug noch im Normbereich, in diesem Fall bei 73 mg/dl, lagen. Die
Menge des gespeicherten hepatischen Glukogens betrug hier nur noch 1% der
Menge der Tiere, welche keinem Futterentzug unterzogen wurden (219). Eine
48-stindige Hungerphase der weiblichen Tiere eines C57BL/6-Mausstamms flhrte
zu Blutglukosekonzentrationen von ca. 63 mg/dl (220). In beiden Fallen lagen die
Blutglukosespiegel trotz Hungerphase der Tiere noch im Normbereich. Es kdnnte
hier angenommen werden, dass die glukoneogenetische Aktivitat der Lebern der Tie-
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re zur Aufrechterhaltung des Blutglukosespiegels beitrug. Unterstitzt wird die An-
nahme dadurch, dass der CD1-Stamm nach 24-stiindigem Futterentzug nur noch
eine geringe Restmenge an gespeichertem Glykogen aufwies. Dieses wird wahrend
der Glykogenolyse zu Glukose abgebaut.

Durch alleinige Messung der Blutglukosekonzentration kann keine Aussage Uber die
glukoneogenetische Aktivitat der mit 15-%-KH-Futter gefltterten Tiere getroffen wer-
den. Hierzu kénnte z. B. die Aktivitat verschiedener glukoneogenetischer Schliissel-
enzyme bestimmt werden. Zu diesen Schllisselenzymen z&hlen unter anderem die
Phosphoenolpyruvatkarboxykinase 2 (Pck2), die Pyruvatkarboxylase (Pc), die Fruk-
tose-1,6-bisphosphatase (Fbp) und die katalytische Untereinheit der Glukose-6-
phosphatase (G6pc).

Wang et al. konnten durch qPCR-Untersuchungen an humanen HCC- und angren-
zenden peritumoralen Gewebeproben zeigen, dass die Genexpression der
glukoneogeneserelevanten Enzyme G6PC, FBP1 und PCK2 im HCC signifikant re-
duziert war (221). Des Weiteren konnte eine 50-prozentige Reduktion des G6pc-
Proteins im HCC im Vergleich zum Normalgewebe nachgewiesen werden, was die
gPCR-Ergebnisse noch unterstreicht (221). Zudem war eine Korrelation zwischen
der Expression von G6PC und dem HCC-Tumorgrad nachweisbar. Schlecht diffe-
renzierte Tumoren wiesen eine deutlich geringere G6PC-Expression auf (221). Es
wird hier angenommen, dass die Hemmung der Glukoneogenese zur Akkumulation
von Glukose-6-Phosphat fiihrt, welches anschlieBend zur Energiegewinnung und zur
Herstellung wichtiger Intermediate genutzt werden kann (221). Eine Aktivierung der
Glukoneogenese durch Glukoseentzug kénnte den Tumorzellen die Grundlage fir
die Proliferation und Energiegewinnung entziehen.

Im Widerspruch zu dieser Annahme zeigten Studien an Lungenkrebszellen, dass die
Aktivierung von Pck2 unter niedrigen Glukosekonzentrationen zum Uberleben der
Zellen fuhrte und erst die Inaktivierung des Pck2 zur Apoptose dieser Zellen unter
niedrigen Glukosekonzenrationen fiihrt (222). Es wére zu priifen, ob eine mégliche
Aktivierung der Glukoneogenese durch das 15-%-KH-Futter durch die Reduktion der
zugefihrten Glukose gehemmt werden sollte.
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Weitere potenzielle Mechanismen, die zur Hemmung des Tumorwachstums fiihren

kénnten

Insulin und insulin-like growth factor

Ein weiterer méglicher Mechanismus besteht in der Aktivierung von Insulinrezeptoren
(Insr) und insulindhnlicher Wachstumsfaktor-Rezeptor-Rezeptoren (Igfr). Die Expres-
sion von Insulin und Igf ist eng an den Spiegel der zirkulierenden Glukose gekoppelt.
Die Bindung von Insulin und Igf an die entsprechenden Rezeptoren auf der Zellober-
flache flhrt Gber mehrere Schritte zur Phosphorylierung des v-akt murine thymoma
viral oncogene homolog (Akt) (223). Das phosphorylierte Akt seinerseits aktiviert Me-
chanismen, die Glukoseaufnahme, Proliferation und Zelliberleben steuern (224). Es
ist denkbar, dass die Reduktion der Kohlenhydrate im Tierfutter zur verminderten
Expression und Sekretion des Insulins fiihrte. Die dadurch ebenfalls verminderte
Bindung an den Rezeptor und fehlende Phosphorylierung des Onkoproteins Akt
kénnte zur Wachstumsinhibition des Tumors fihren. Weiterhin ist bekannt, dass auf
Tumorzellen eine spezielle Isoform des Insulinrezeptors, der mitogene Insulinrezep-
tor-A, nachgewiesen werden kann. Gezeigt wurde dies unter anderem an Brustkrebs,
Lungenkrebs, Dickdarmkrebs und am Hepatozelluldren Karzinom (225; 226). Anhand
eines heterotopen Plattenepithelkarzinommodells konnte eine Reduktion des Insulin-
spiegels bei Futterung eines Spezialfutters mit gleicher Makronahrstoffzusammen-
setzung beobachtet werden (200). Auch in einem Xenograft-Prostatakrebsmodell
konnte eine Absenkung des Insulinspiegels bei Reduktion der Kohlenhydratmenge
im Futter (auf 11 % des Gewichts) erreicht werden. Zudem zeigte sich eine komplette
Reduktion der Phosphorylierung von Akt sowie ein weniger starkes Tumorwachstum
(201).

Des Weiteren deuten Studien von Geng et al. auf einen Zusammenhang zwischen
der Phosphorylierung des Insulinrezeptor-Substrats ' 1 und 2 (Irs1/2) und der Akti-
vierung des ,wingles-type MMTYV integration site family‘/,Catenin beta 1“-Signalwegs
(Wnt/Ctnnb1-Signalweg) in der Brustkrebszelllinie MCF-7 und der Gebarmutterhals-
adenokarzinomzelllinie HelLa hin. Diese Aktivierung fuhrte zur epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) und Zellproliferation (227).

"' Das Insulinrezeptor-Substrat wird durch den Insulinrezeptor phosphoryliert.
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Mégliche Ampk-unabhéngige Aktivierung des Tumorsuppressors P53

Lee et al. zeigten eine mdgliche Bindung des Zitronensaurezyklusenzyms Malat-
dehydrogenase 1 (Mdh1) mit P53. Die Stabilisierung und Aktivierung wurde unter
Glukoseentzug sogar noch verstarkt. Diese Stabilisierung flihrte zum P53-
abhangigen Zellzyklusarrest und zur Apoptose der Zellen (228). Zudem zeigten
Transkriptomanalysen, dass P53 die RNA-Expression wichtiger glukoneogenetischer
Enzyme, zu denen auch G6PC und PCKZ2 gehéren, in der Leberkrebszelllinie
Hep G2 steuert. Dies konnte auch durch die gesteigerte Glukosekonzentration im
Medium gezeigt werden (229). Nicht zuletzt erfolgt eine P53-gesteuerte Repression
der Promotoraktivitat verschiedener glykolyseassoziierter Enzyme (Tabelle 2). Sofern
TP53 in seiner Wildtypform in der Krebszelle vorliegt, ist es denkbar, dass die Akti-
vierung von P53 zur Repression glykolyserelevanter Enzyme und gleichzeitig zur
Expression glukoneogenetischer Enzyme fihrt. Dies kénnte zur Unterversorgung der
Tumorzellen mit Glukose fiihren. Des Weiteren ware die Aktivierung apoptotischer
Signalwege ein weiterer wichtiger Faktor in der Hemmung der Tumorzellen. Um dies
zu profen, sollte der Einfluss des 15-%-KH-Futters auf die mogliche P53-
Stabilisierung mittels Western-Blot geprift werden. Zudem ware es ratsam, wichtige
P53-Zielgene (z. B. P21) auf ihre Aktivierung zu untersuchen.

Inflammation und Makrophagen

Eine Studie von Ferreira et al. zeigt einen Zusammenhang zwischen der Verabrei-
chung von hohen Kohlenhydratmengen und der Ausschittung proinflammatorischer
Zytokine. Die 8-wochige Gabe von Futter mit einem Kohlenhydratanteil von 64 % an
Swiss-Mausen flhrte zur 3-fach erhéhten Sekretion des murinen Tumornekrosefak-
tor (Tnf) und zur erhéhten Sekretion des murinen Chemokinligand 2 (Ccl2), auch be-
kannt als monocyte chemoattractant protein-1(Mcp-1) (230). Da Tnf vorwiegend von
Makrophagen sekretiert wird, welche sich auch im entzindlichen Infiltrat in der Leber
befinden, kdnnte ein Zusammenhang zwischen der eingenommenen Kohlenhydrat-
menge und der Auspragung einer entziindlichen Lebererkrankung bestehen. Dartber
hinaus zeigten experimentelle Studien eine Verbindung zwischen Entziindungsreak-
tionen der Leber und der Hepatokarzinogenese. Neben Chemokinen und anderen
Zytokinen forderte Tnf hierbei die Zellproliferation (231). Die Verabreichung des
15-%-KH-Futters kénnte zur Reduktion der Entziindung und dadurch zur Reduktion
des Tumorwachstums fUhren. Darlber hinaus entstehen ca. 80 % der HCC auf der
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Basis einer Leberzirrhose (129). Mdglicherweise kdnnte die Reduktion der Kohlen-
hydrate hier sogar zur Pravention des HCC dienen.

4.4.2 In-vivo-Analyse der ASV-B-HCC-Tiere

Eine histologische Analyse mit der zuvor beschriebenen Methode war bei den Ge-
weben von ASV-B-HCC-Tieren nicht méglich. Die Gewebe der Tiere waren zum ei-
nen sehr inhomogen und zum anderen stark geschadigt. Aufgrund dessen konnte
eine valide Analyse der Tumorlast nicht durchgefthrt werden. Die Untersuchung die-
ser Gewebe durch einen erfahrenen Pathologen zeigte das Auftreten regressiver
Areale. Diese lagen in Form von Nekrosefeldern innerhalb der Tumoren vor.
Waéhrend der ersten 3 Tage des Futterungsversuchs verstarben jedoch ca. 35-40 %
der Tiere beider Genotypen. Im Verlauf des ganzen Fitterungsversuchs erhdhte sich
die Zahl der verstorbenen WT-Tiere sogar nochmals. Um die Tierzahlen aus ethi-
schen Griinden zu reduzieren, sollte nur anhand der WT-Tiere, welche zugleich die
héheren Sterberaten aufwiesen, mdgliche Grinde fir das Versterben ermittelt wer-
den.

Es ist vorstellbar, dass der Glukoseverbrauch der Tumoren so hoch war, dass die
Tiere daraufhin an Hypoglykdmie verstarben. Eine Messung des Blutzuckerspiegels
ergab jedoch, dass dieser auch bei Futterung des 15-%-KH-Futters noch im Normbe-
reich zwischen 62 und 175 mg/dl Glukose lag. Hierbei handelt es sich um die Werte
einer sehr kleinen Versuchsgruppe, wodurch nur ein Anhaltspunkt Gber die Blutglu-
kose gegeben werden konnte.

Die mit der Nahrung aufgenommenen Aminosauren werden in der Leber zwischen-
gespeichert. Dort werden diese weiter ab- oder umgebaut. Der hohe Proteingehalt
des 15-%-KH-Futters kdnnte sich toxisch auf die (schon vorgeschadigten)
Hepatozyten auswirken. Ein mdgliches Maf der Schadigung der Hepatozyten wurde
durch die Analyse der Parameter AST und ALT bestimmt. Es konnte eindeutig ge-
zeigt werden, dass die Fltterung des 15-%-KH-Futters zu einer Steigerung der Le-
berschadigung, welche auch bei Fltterung des Standardfutters schon messbar war,
fihrte. Zusatzlich sprach der De-Ritis-Quotient von 1,23 + 0,14 fiir einen schwerwie-
genden Leberschaden, welcher bei Verabreichung des Standardfutters nicht vorlag.
Die hohen Sterberaten der ASV-B-HCC-Tiere kédnnten somit durch ein erhdhtes Mal3
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an Leberschadigung und daraus resultierendem moglichen Leberversagen erklart
werden.

Dartber hinaus zeigen Studien, dass eine Zufuhr von hohen Proteinmengen mit der
Nahrung zur Verschlechterung der Nierenfunktion fuhrt. Diese Untersuchungen an
Wistar-Ratten, welche Futter mit einem Proteinanteil von 58 % erhielten, zeigten eine
Ansauerung des Urins, eine VergrdoBerung der Nieren und der glomerularen Flache
(232). In gesunden Erwachsenen flhrte die Verabreichung von proteinreicher Nah-
rung (Proteinmenge 25 % des Gesamtkilokalorienanteils) zur leichten Erhéhung der
geschatzten glomeruldren Filtrationsrate. Diese kann ein Indiz fir eine mdgliche Nie-
renschadigung sein. Ob die Erhéhung pathologisch ist, konnte in der erwahnten Stu-
die nicht geklart werden (233). Durch die Verabreichung des 15-%-KH-Futters an die
ASV-B-HCC-Tiere kénnte neben der Steigerung der Leberschadigung vielleicht eine
Schadigung der Nieren verursacht worden sein.

4.5 Mechanismen der Resistenzentwicklung gegentiber 2-DG

Die Verabreichung von Chemotherapeutika kann zur Resistenzentstehung in soliden
Tumoren fihren (118). Auch die kontinuierliche 2-DG-Behandlung der Pankreaskar-
zinomzelllinie MIA PaCa-2 fuhrte zur Entstehung 2-DG resistenter Varianten (234).
Eine Resistenzentstehung in humanen Tumoren ist zu diesem Zeitpunkt nicht be-
kannt.

Es konnte im Verlauf dieser Arbeit nicht eindeutig geklart werden, ob die fehlende
antiproliferative Wirksamkeit von 2-DG, bei einer Dosis von 500 mg/kg im Tierver-
such, auf einer Resistenzentstehung gegentiber 2-DG beruhte, oder ob in diesem
Fall eine Unwirksamkeit vorlag. Um dies zu prifen, sollten mégliche Mechanismen,
die zur Entstehung von Chemotherapieresistenz beitragen kénnten, untersucht wer-
den. Zur Generation 2-DG -resistenter Varianten wurden 2 humane HCC-Zelllinien
nach bekanntem Schema Uber einen langeren Zeitraum mit steigenden 2-DG-
Konzentrationen behandelt (235).

4.5.1 Analyse des Wachstumsverhaltens beider resistenter Zelllinien

Bei der Bestimmung der ICso von 2-DG wurde festgestellt, dass die resistenten
Hep G2 (Hep G2g) 3-fach und die resistenten SK-HEP-1 (SK-HEP-1g) 4-fach resis-
tenter als die jeweiligen Ausgangszelllinien waren. Hierbei wurde gleichzeitig ein bis
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zu 50 % gesteigertes Wachstum der SK-HEP-1g-Zellen im Vergleich zu den
SK-HEP-1-WT-Zellen gemessen. Im Gegensatz hierzu konnten Dallas et al. ein re-
duziertes Wachstum der 5-Fluorouracil- oder Oxaliplatin-resistenten Kolorektal-
karzinomzelllinie HT29 zeigen (235). Ling et al. beobachteten Ahnliches bei der
Cisplatin-resistenten HCC-Zelllinie SK-HEP-1 (236). Eine gesteigerte Proliferation
der hier erzeugten SK-HEP-1g-Zelllinie kdnnte durch die 2-DG-induzierte Aktivierung
von Akt erklart werden. Eine Aktivierung von Akt konnte flr Tumorzelllinien verschie-
denen Ursprungs gezeigt werden (237-239). DarlUber hinaus zeigten Zhong et al.,
dass diese Aktivierung durch die von 2-DG gestérte Bindung zwischen Igf1 und dem
Igf-Bindeprotein 3 (Igfbp3) und dadurch resultierende Bindung von Igf1 an Igfir ver-
mittelt werden kann (240). Dieser Sachverhalt wird jedoch kontrovers diskutiert (241).
Die Phosphorylierung von Akt erh6ht unter anderem die Zellproliferation. Daher
kénnte es moglich sein, dass eine langfristige Behandlung der SK-HEP-1-Zelllinie mit
2-DG zu einer dauerhaften Aktivierung des Igfir-Akt-Signalwegs geflhrt hat. Hierftr
spricht die Tatsache, dass Mutationen in der katalytischen Untereinheit der Pi3-
Kinase Isoformen in vielen Tumorentitaten detektierbar sind (242; 243). Zudem wur-
den somatische Mutationen in der katalytischen Pi3-Kinase Untereinheit a (PIK3CA)
in einer Studie von Lee et al. in ca. 36 % der HCC-Proben gefunden (244).

4.5.2 Analyse der resistenzvermittelnden Mechanismen

Nachdem die Resistenz durch die Ermittlung der ICso von 2-DG in beiden Zelllinien
bestatigt wurde, sollten potenzielle resistenzvermittelnde Mechanismen untersucht

werden.

Veridnderte Glukoseaufnahme als Resistenzmechanismus?

Es ist mdglich, dass die resistenten Zelllinien der Hemmung der Glykolyse bzw. der
glykolyserelevanten Enzyme Hk2 und Pgi durch 2-DG mittels einer kompensatori-
schen Aufnahme von Glukose entgegensteuern. Hierbei wirde mehr Glukose im
Vergleich zum 2-DG in die Zelle aufgenommen und metabolisiert werden. Demnach
musste die Konzentration der Glukose im Medium durch die resistenten Zellen
schneller bzw. starker gesenkt werden. Zudem kdnnte eine erhdhte Expression von
Glukosetransportern und glykolyserelevanten Enzymen diese Aufnahme und Spal-

tung beglnstigen. Hierflr spricht eine Untersuchung an 2 Kolorektalkarzinom-
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zelllinien, welche bei Glukoserestriktion durch Mutationen im KRAS-Onkogen zur
erhéhten Expression von GLUTT1 befahigt sind (245).

Weiterhin kdnnte eine potenzielle Verringerung der Glykolyserate in den Hep G2r
und SK-HEP-1g zur verminderten Wirksamkeit des 2-DG flhren. Die Zelle wirde
wichtige Intermediate wie z. B. das Reduktionsmittel NADPH Uber alternative Sig-
nalwege generieren und die Abhangigkeit von der Glykolyse reduzieren. Dabei sollte
die Glukoseaufnahme durch die resistenten Zellen stark verringert sein und die
Glukosekonzentration im Medium sollte weniger stark im Vergleich zu den WT-Zellen
absinken. Hierflr sprechen Daten von Maher et al. die eine gesteigerte Resistenz
gegenlber 2-DG durch die verringerte Expression von Glut1 und verringerte Auf-
nahme von 2-DG in 2 Pankreaskarzinomzelllinien zeigen konnten (246). Dabei ist
jedoch anzumerken, dass der abgebildete Glut1-Western-Blot keine Ladekontrolle
aufweist und somit kritisch zu betrachten ist.

Entgegen den zuvor beschriebenen Hypothesen zeigte die Analyse der
Glukosekonzentration im Medium beider resistenter Zelllinien jedoch keinerlei Unter-
schied zur Glukosekonzentration der jeweiligen WT-Zellen. Zudem konnte keine ver-
anderte Expression des GLUT7-Gens in den Hep G2g- und SK-HEP-1g-Zellen nach-
gewiesen werden. Eine Veranderung der Glukoseaufnahme kann demnach ausge-
schlossen werden.

Die Auswirkungen einer 2-DG-Resistenz auf die Glukoseaufnahme wurden auch in
einer Arbeit von Philips et al. ndher betrachtet. Hier wurden 2 2-DG-resistente Zellli-
nien mit unterschiedlichem Resistenzgrad aus einer Pankreastumorzelllinie generiert.
Dabei zeigte sich, dass die 2-fach resistente Zelllinie eine geringere 2-DG-Aufnahme
und die 5-fach resistentere Zelllinie eine im Vergleich zur Vorlauferzelllinie erhdhte
2-DG-Aufnahme besal (234). Selbst in einer isogenen Zelllinie mit unterschiedlichen
Resistenzleveln konnte demnach keine einheitliche Aussage Uber die 2-DG-
Aufnahme getroffen werden.

Die Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums als Resistenzmechanismus?

Wie bereits beschrieben, induzierte die Behandlung mit 2-DG die Expression der
ER-Stress-Chaperone CALR, HSPA5 und HSP90B1 und fihrte dariiber hinaus mog-
licherweise zur Induktion von Autophagie. Eine langer andauernde Behandlung mit
2-DG koénnte nun zur verstarkten Expression dieser Chaperone fiihren. Daten von
Al-Rawashdeh et al. belegen eine Verbindung zwischen gesteigerter Expression von
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Hspa5 und der Resistenz von Hep G2-Zellen gegentiber dem Chemotherapeutikum
Doxorubicin (199). Ahnliches konnte fiir die Brustkrebszelllinie T47D bei Behandlung
mit Doxorubicin und 5-FU gezeigt werden (247).

Eine Analyse der Genexpression aller 3 in dieser Arbeit verwendeten Gene zeigte
jedoch kein einheitliches Bild in den 2 Zelllinien. Wahrend die Expression der 3
Chaperone in den Hep G2z um ca. 50 % verringert war, war sie in den SK-HEP-1g
gleichbleibend. Wodurch die Reduktion der Chaperonexpression in den Hep G2g-
Zellen verursacht wurde, kann nicht geklart werden. Zudem beschreiben Daten an-
derer Arbeitsgruppen, dass eine Hemmung der UPR bei gleichzeitiger 2-DG-
Behandlung sogar zur Verstarkung der 2-DG-vermittelten Apoptose flhrte (168;
237). Die Resistenz gegeniiber 2-DG kénnte jedoch tber einen Mechanismus, wel-
cher der UPR vorgeschaltet ist, vermittelt werden. Wie bereits erwahnt, induziert
2-DG ER-Stress Uber die Stérung der N-Glykosylierung von Glykoproteinen (179).
Dadurch kommt es zur Anhaufung falsch gefalteter Proteine im ER und dadurch zum
Ausldsen einer Stressantwort. Studien von Kurtoglu et al. weisen auf eine verringerte
Wirkung von 2-DG auf die Bildung von Lipid-Linked-Oligosacchariden (LLO) sowie
eine gesteigerte basale LLO-Produktion, welche die Basis fur die N-Glykosylierung
darstellt, hin (179; 234). Die dadurch verringerte Missfaltung von Glykoproteinen
kénnte zum Fehlen der UPR sowie zur Resistenzentstehung gegentber 2-DG bei-

tragen.

Flhrt die Langzeitbehandlung der Zellen zur Hif-1-vermittelten Resistenz gegenlber
2-DG?

Obwohl die kurzzeitige Behandlung der SK-HEP-1- und Hep G2-Zellen nicht zur
Hif-1-vermittelten Resistenz gegentber 2-DG flihrte, kann dadurch keine Resistenz-

entstehung bei einer langerfristigen Behandlung mit 2-DG ausgeschlossen werden.
Die Resistenz gegenliber Chemotherapeutika geschieht beispielsweise durch Regu-
lation von MDR1 und Apoptose (123; 157). Weiterhin zeigten Maher et al. eine Hif-1-
vermittelte Resistenz gegeniber 2-DG unter hypoxischen Bedingungen (31). Da
Hif-1a auch sauerstoffunabhangig durch verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormo-
ne und Zytokine reguliert werden kann, ist es vorstellbar, dass eine Stabilisierung
von Hif-1a unter normoxischen Bedingungen auch durch eine Langzeitbehandlung
der Zellen mit Chemotherapie erreicht werden kann.
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Erste Western-Blot-Analysen beider resistenter Zelllinien zeigten zumindest in den
Hep G2g eine gesteigerte Expression der sauerstoffabhangig regulierten Untereinheit
Hif-1a. Es war dagegen keine gesteigerte Expression in den SK-HEP-1g zu ver-
zeichnen. Da jedoch die Expression des Hif-1a schon in den SK-HEP-1-WT-Zellen
sehr ausgepragt ist, ist es denkbar, dass eine weitere Steigerung der Proteinexpres-
sion nicht méglich war oder im Rahmen eines Western-Blots nicht nachweisbar war.
Da neben Western-Blot-Analysen die Induktion von Hif-1 auch durch Untersuchun-
gen der Genexpression bekannter Hif-1-Zielgene getestet werden kann, wurde das
durch Hif-1 sehr stark aktivierte Zielgen karbonische Anhydrase IX (CA9) mittels
gPCR analysiert. Wider Erwarten zeigte sich hier in beiden resistenten Zelllinien eine
Reduktion der CA9-Genexpression. Es stellte sich nun die Frage, ob das im Wes-
tern-Blot verstarkt nachgewiesene Hif-1a maéglicherweise aus einer Akkumulation
von nicht funktionsfahigem Protein bestand. Dies wirde auch die verringerte Expres-
sion des CA9-Gens erklaren.

Hif-1-Aktivitatsmessungen mit einem Luciferase-Reporter-Assay zeigten jedoch eine
2-fach und zum Teil signifikant erhéhte Aktivitat in beiden Zelllinien. Es ist dadurch
anzunehmen, dass aufgrund der Diskrepanz der gemessenen Hif-1-Aktivitat und der
CA9-Genexpression beide Ergebnisse nicht im Zusammenhang stehen und die
Genexpression von CA9 gesondert betrachtet werden sollte. Weiterhin ist es fraglich,
ob die gesteigerte Proteinexpression des Hif-1a sowie die gesteigerte funktionelle
Aktivitat des Hif-1 tatsachlich zur Resistenzentstehung beitragen. Aufgrund der unter
3.1.3 beschriebenen fehlenden Wirkung von 2-DG auf Hif-1 ist dies eher unwahr-
scheinlich. Um dies abschlieBend zu prifen, misste der Effekt einer funktionellen
Hif-1a-Inaktivierung in den resistenten Hep G2-Zellen bei Behandlung mit der 1Csq

von 2-DG gepruft werden.

Die Rolle der karbonischen Anhydrase I1X in der Resistenzvermittlung

Die karbonische Anhydrase IX (Ca9) ist an der Regulation des extrazellularen
pH-Werts beteiligt. Durch die Expression von Ca9 und dadurch gesteigerte Umwand-
lung von Kohlenstoffdioxid und Wasser zu Wasserstoffionen und Hydrogenkarbonat
sauert die Tumorzelle zusatzlich zum Export von Laktat aus der Zelle den extrazellu-
laren Raum an. Die gesteigerte Expression von Ca9 und Ansduerung des

Tumormikromillieus korreliert mit der schlechten Prognose diverser Tumorentitaten.
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Die Expression von Ca9 kann beispielsweise in Tumorgeweben des Glioblastoms, in
Brustkrebs und Blasenkrebs nachgewiesen werden (248-250).

Anhand der gPCR-Daten konnte jedoch sowohl bei den in dieser Arbeit analysierten
resistenten Hep G2-Zellen als auch bei den resistenten SK-HEP-1-Zellen eine Re-
duktion der Genexpression des CA9 gemessen werden. Dies steht im Gegensatz zu
der zuvor genannten Resistenzentstehung durch Ansauerung des extrazellularen
Raums. Bei vielen Chemotherapeutika handelt es sich um schwache Elektrolyte, die
durch Diffusion in die Zellen eintreten. Da die Zellmembran weniger durchlassig far
ionisierte Substanzen ist, kann eine Ansauerung des extrazellularen pH-Werts (pHe)
und daraus resultierender basischer intrazellularer pH-Wert (pH;) wahlweise zum
verbesserten oder verschlechterten Eintritt in die Zelle fihren (251). Ojugo et al.
konnten eine Abhangigkeit der Aufnahme von 5-FU in Lettre-Zellen (Aszites-
Karzinom) und HT29 (humane kolorektale Adenokarzinomzellen) vom externen
pH-Wert zeigen (252). Es wird davon ausgegangen, dass ein saurer pH; (und
alkaliner pHe) zur verbesserten Aufnahme schwacher Basen und schlechteren Auf-
nahme schwacher Sauren flhrt (251; 253; 254). Eine Studie mit der HT29-Zelllinie
wies einen klaren Zusammenhang zwischen der Aufnahme der schwachen Base
Doxorubicin und der Ansaduerung des pH; nach Hemmung von Ca9 auf. Zudem ver-
ringert sich hier die Aufnahme und Zytotoxizitdt der schwachen S&ure Melphalan
(251). Die Inhibition von Ca9 fihrte demnach zur verbesserten Aufnahme schwacher
Basen und zur verringerten Aufnahme schwacher Sauren in die Zelle. Uber 2-DG ist
nicht bekannt, ob es sich hierbei um eine schwache S&ure oder um eine schwache
Base handelt. Eine Verdffentlichung von Beenackers beschreibt jedoch das Mono-
saccharid Glukose als schwache Saure (255). Nimmt man nun an, dass 2-DG eine
ahnlich schwache Saure wie sein Analog D-Glukose ist, kdnnte die reduzierte Ex-
pression des CA9 zur verminderten Aufnahme von 2-DG fiihren. Die Erhéhung des
pHe und Verringerung des pH; durch reduzierte Expression des CA9 ware hier der
ausschlaggebende Faktor.

Hierzu mlsste zun&chst geprift werden, ob sich die gehemmte Expression des CA9
Gens auch im Western-Blot widerspiegelt, und dartber hinaus, ob die 2-DG-
Aufnahme in die Zelle tatséchlich gehemmt ist. Sollte dies der Fall sein, ware eines
der folgenden Experimente denkbar. Nimmt man nun an, dass die pH-Wert-Situation
zur verringerten Aufnahme schwacher Sauren fiihrt, kbnnte gleichzeitig die Aufnah-

me schwacher Basen beglnstigt werden. Um dies zu prifen, missten sowohl Aus-
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gangszellen als auch resistente Zellen mit derselben Konzentration verschiedener
schwacher Basen behandelt werden. Diese sollten von der resistenten Zelllinie bes-
ser aufgenommen werden und dadurch verstarkt wirken. Andererseits kdnnte eine
Induktion der CA9 in den resistenten Zellen wieder zur verstarkten Wirkung von
2-DG und Reversion der Resistenz flihren. Ausgehend von einer Erhéhung des
pHe-Werts durch Inhibition von CA9 und daraus resultierender Resistenz gegeniber
2-DG ware es auch vorstellbar, dass eine experimentelle Reduktion des pHe wieder

zur gesteigerten Wirksamkeit des 2-DG flihrt.

Weitere potenzielle resistenzvermittelnde Mechanismen

Akt-Signalweg

Wie zuvor erwahnt (4.5.1), fihrt die Behandlung verschiedener Zelllinien mit 2-DG
zur Phosphorylierung des Onkoproteins Akt (237-239). Akt steuert wichtige zellulére
Signalwege, die unter anderem Proliferation, Uberleben, Metabolismus und Differen-
zierung kontrollieren (224). Die Aktivierung des Pi3k/Akt-Signalwegs wurde in Tumo-
ren und Tumorzellen bei Behandlung mit verschiedenen Chemotherapeutika gezeigt
(256-258). Eine Aktivierung des Akt-Signalwegs konnte auch in Hep G2-Zellen, die
eine Resistenz gegenlber Sorafenib aufwiesen, gemessen werden (259). Eine per-
manente Aktivierung des Pi3k/Akt-Signalwegs ist somit denkbar.

KRAS-Signalweg

Weiterhin kénnte die Langzeitverabreichung von 2-DG, trotz der Tatsache, dass es
sich hierbei nicht um ein klassisches Chemotherapeutikum handelt, zu weiteren so-
matischen Mutationen fUhren. Zu den haufigen Mutationen zahlen Veranderungen im
,rat sarcoma viral oncogene homolog“Gen (RAS). ,Kirsten RAS*“Mutationen (KRAS)
finden sich haufig in Pankreas-, Lungen- und Kolorektalkarzinomen (260-262). Eine
Mutation im KRAS flihrte in Eierstockkarzinomen zur Resistenz gegenlber platinba-
sierten Chemotherapeutika und in verschiedenen Kolorektal- und Lungenkrebszellli-
nien zur Resistenz gegeniber Selumetinib (263; 264). Yun et al. konnten einen Zu-
sammenhang zwischen der Restriktion von Glukose und der Entwicklung von Mutati-
onen im KRAS-Onkogen in den Kolorektalkarzinomzelllinien HCT116 und DLD1 zei-
gen (245). Da die Behandlung der HCC-Zellen mit 2-DG durch Inhibition der Glykoly-
se mdglicherweise zu &hnlichen Effekten wie die Glukoserestriktion fihrt, ist eine Mu-
tation des KRAS bei langfristiger 2-DG Verabreichung vorstellbar. Darliber hinaus
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konnte eine erhéhte GLUT1-Expression und verbesserte Glukoseaufnahme in den
Zellen mit KRAS-Mutation gemessen werden (245). Beides konnte flir die in der vor-
liegenden Arbeit generierten resistenten Zellen jedoch nicht betatigt werden. Zum
einen anderte sich die Aufnahme der Glukose in keiner der beiden Zelllinien und zum
anderen konnte keine gesteigerte Expression von GLUT1 nachgewiesen werden.
Neben der Regulation der Glykolyse steuert das Ras-Protein beispielsweise Zellzyk-
lusprogression, Apoptose, Invasion und Metastasierung und kénnte dadurch zur Re-
sistenzentstehung gegeniber 2-DG beitragen (265).

Tumorprotein P53

Unter 4.2.3.1.2 wurden die Auswirkungen einer verringerten Kohlenhydratzufuhr auf
P53 in vivo diskutiert. Es ist mdglich, dass die durch 2-DG verursachte
Glukoserestriktion in vitro ahnliche Mechanismen anspricht. Hierzu misste zunachst
der TP53-Status der Ausgangszellen sowie der resistenten Zellen getestet werden.
Ausgehend von Daten aus der Literatur sollten sowohl Hep G2 als auch SK-HEP-1
ein Wildtyp-TP53-Gen tragen (266; 267). Das Wildtyp-P53 sollte bei 2-DG-induzierter
Glukoserestriktion stabilisiert werden und so zur Aktivierung apoptotischer
Singalwege flhren (228). Es ist mdglich, dass Mutationen im TP53, egal ob
loss-of-function oder gain-of-function, zur Inhibition der Apoptose und somit zur Re-

sistenz beitragen.

4.6 Klinische Relevanz und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die zentrale Rolle der Glykolyse fir das
Hepatozellulare Karzinom gezeigt werden. Hierbei war vor allem der positive Effekt
einer Kohlenhydratreduktion auf das Tumorwachstum im HCC-Mausmodell von
Ubergeordneter Bedeutung. Es wurden mdgliche der Tumorreduktion zugrundelie-
gende Mechanismen diskutiert. Weiterhin wurde eine Unwirksamkeit des
Glukoseanalogons 2-Deoxy-D-Glukose als alleiniges therapeutisches Agens zur Be-
handlung des HCC festgestellt. Da dieser fehlenden Wirkung von 2-DG auf das Tu-
morwachstum eine Resistenz der Karzinomzellen zugrunde liegen kénnte, wurden
darauf folgend mdgliche resistenzvermittelnde Mechanismen in zwei 2-DG-
resistenten HCC-Zelllinien untersucht. Hierbei zeigte sich eine moégliche Assoziation

der Balance zwischen dem intra- und extrazellularem pH-Wert und der Aufnahme
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von 2-DG in die resistenten Zellen. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse sollen die
Relevanz der Kohlenhydratrestriktion auf die Tumorprogression sowie die mdglichen
Behandlungsformen bei Entstehung einer Therapieresistenz gegenlber 2-DG eror-

tert werden.

4.6.1 Kohlenhydratreduktion — Tumorpravention oder Tumortherapie?

Zwei Studien an Xenograft-Kolorektal-, oder Prostatakarzinommodellen und am hete-
rotopen Plattenepithelkarzinommodell beschreiben eine Tumorreduktion bei Verab-
reichung von kohlenhydratreduzierter Kost (200; 201). Dies ist in Ubereinstimmung
mit der in dieser Arbeit erstmals gezeigten Reduktion der Tumorlast im HCC-
Mausmodell. Die Aktualitat dieser Untersuchungen spiegelt sich auch in der Vielzahl
verschiedener Ernadhrungskonzepte wieder. Zur Untersuchung der Auswirkung ver-
schiedener Makronahrstoffzusammensetzungen auf diverse Erkrankungen werden
Diaten mit geringem Kohlenhydrat- und hohem Fett- oder Proteinanteil sowie Diaten,
welche eine Kalorienrestriktion ungeachtet der Makron&hrstoffzusammensetzung
bedingen, verwendet. Auffallig ist hierbei, dass die Definition einer Diat mit wenigen
Kohlenhydraten sehr unterschiedlich gehandhabt wird. Eine Klassifizierung verschie-
dener Diaten nach ihrem Kohlenhydratgehalt wurde beispielsweise von Michael
Liebman verdffentlicht (268). Hiernach handelt es sich bei der in dieser Arbeit ver-
wendeten Diat um eine very-low carbohydrate diet, die nur aus einem
5-15-prozentigen Kohlenhydratanteil an der Gesamtkalorienmenge besteht. Viele
Diaten, die auf Kohlenhydratrestriktion abzielen, beziehen zumeist immer noch ca.
40 % der Energie aus Kohlenhydraten. Dies erschwert den Vergleich verschiedener
Ergebnisse. Nichtsdestotrotz konnte die Reduktion der zugefihrten Kohlenhydrate
mit einer Reihe von positiven Effekten in Zusammenhang gebracht werden (269). Es
konnte beispielsweise eine Reduktion des Blutdrucks, des Kdrpergewichts und der
kardiovaskularen Risikofaktoren, welche auch Bestandteil des Metabolischen Syn-
droms sind, gezeigt werden (270-272). Das Metabolische Syndrom stellt eines der
Risikofaktoren der Entwicklung eines HCC dar. Entzindliche Erkrankungen, zu de-
nen die Leberzirrhose zahlt, sind bekannte tumorigene Faktoren (273). Auch hier
fuhrte die Verabreichung einer very-low carbohydrate diet zur Reduktion von ver-
schiedenen Entzindungsmarkern (274). DarUber hinaus erfolgte eine Verringerung

der hepatischen Triglyzeride, die die Grundlage der nichtalkoholischen Fettleberer-
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krankung darstellen, bei Reduktion der Kohlenhydratzufuhr (275). Die Verabreichung
einer kohlenhydratreduzierten Diat scheint demnach das Potenzial zur Pravention
von Tumorerkrankungen, die auf der Basis von entzindlichen Erkrankungen entste-
hen, zu besitzen. Auch im Verlauf der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Ver-
abreichung des 15-%-KH-Futters wahrend des adenomatdsen Stadiums zur Reduk-
tion der Tumorprogression flhrte. Weiterhin war jedoch ersichtlich, dass eine Ernah-
rungsumstellung im spateren Stadium (HCC) aufgrund der hohen Sterberaten nicht
zu empfehlen ist. Obwohl die Auswirkungen einer solchen Diat auf die Tumorredukti-
on bzw. -wachstumshemmung in der humanen Situation im HCC und anderen Tu-
morentitdten bis jetzt noch nicht untersucht wurden, deutet eine préliminare Studie
von Fine etal. mit 10 Patienten zumindest teilweise auf eine Inhibition des Fort-
schreitens der Tumorerkrankung hin (276). Eine Behandlung von Patienten mit Le-
bererkrankungen bis hin zum adenomatdsen Stadium mit engmaschigen Kontrollen
des Gesundheitszustands ist somit vorstellbar und méglicherweise eine Alternative
oder Ergdnzung zu den gangigen Behandlungsverfahren.

Neben der in dieser Arbeit gemessenen Verringerung des Tumorwachstums zeigten
die Mause, welche die kohlenhydratreduzierte Kost erhielten, eine merklich gestei-
gerte Fitness. Die Analyse der Auswirkung einer freiwilligen kérperlichen Ertlichti-
gung auf eine mogliche weitere Reduktion der Tumorlast ist eine sinnvolle Ergan-
zung zu den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen. Zudem verbessert die kor-
perliche Ertlichtigung krebsbedingte Nebenwirkungen wie Depression, Schlafstdérun-
gen und das Fatigue-Syndrom (208). Dartiber hinaus gibt es flr Brustkrebspatientin-
nen beispielsweise Leitfaden zur Minimierung der Therapienebenwirkungen durch
die Anwendung bestimmter Leibestbungen (277). Auch Betof et al. konnten durch
Analyse verschiedener Studien einen positiven Effekt der kdrperlichen Fitness auf
die Uberlebensrate unterschiedlicher Tumorentitdten aufzeigen (278). Dariiber hin-
aus zeigte sich eine Regression von Xenograft-Lungenkarzinomen im Mausmodell
nach freiwilligem Laufen im Laufrad (279). Ein potenzieller zuséatzlicher Effekt der
korperlichen Aktivitat der Tiere auf das Tumorwachstum im HCC-Mausmodell ist so-
mit nicht unwahrscheinlich.

Hif-1 scheint im Zusammenhang mit der Kohlenhydratrestriktion zumindest im HCC
nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Verdffentlichungen anderer Arbeitsgrup-
pen, darunter auch eine Ver6ffentlichung unserer Arbeitsgruppe durch Rohwer et al.,

sprechen jedoch flr eine zentrale Rolle von Hif-1 in Tumorprogression und Metasta-
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sierung (151; 280; 281). Darlber hinaus resultierte aus einer Hif-1-Defizienz bei
gleichzeitiger diatischer Beschrankung die Verlangerung der Lebensspanne von
Caenorhabditis elegans (282). Nicht zuletzt spricht die Vielzahl der glykolyse-
relevanten Hif-1-Zielgene fUr eine zentrale Rolle von Hif-1 im Metabolismus (Tabelle
2). Die Analyse des Zusammenhangs zwischen Glukosereduktion und mdéglichem
verminderten Tumorwachstum in anderen Tumorentitaten stellt eine wichtige Ergén-

zung zu den in dieser Arbeit vorgestellten Beobachtungen dar.

4.6.2 Die Identifikation mdéglicher resistenzvermittelnder Mechanismen als
Ziel fur die Therapie resistenter Tumorzellen?

Die Chemotherapieresistenz, egal ob intrinsisch oder erworben, stellt eines der zent-
ralen Probleme bei der Behandlung solider Tumoren dar (118). Die Aufklarung resis-
tenzvermittelnder Mechanismen ist aufgrund dessen von erheblicher Bedeutung.
Bisher ist nur wenig Uber eine mdogliche Resistenzentstehung gegeniber dem
Glukoseanalogon 2-Deoxy-D-Glukose bekannt. Im Verlauf dieser Arbeit konnten er-
folgreich zwei 2-DG-resistente HCC-Zelllinien etabliert werden. Die Vermittlung der
Resistenz durch Hif-1 und Modulation der Glykolyse konnte weitestgehend ausge-
schlossen werden. Einen vielversprechenden Mechanismus scheint die Anderung
des extrazellularen pH-Werts (pHe) durch Inhibition der CA9-Genexpression darzu-
stellen. Viele chemotherapeutische Agenzien sind ionisierbare Substanzen, deren
Aufnahme stark vom pH-Gradienten zwischen dem intrazellularen und extrazellula-
ren Raum abhangt (Phanomen des ion trapping) (253; 254; 283). Die betrachtliche
Bedeutung der pHe-Anderung bzw. des pH-Gradienten fiir die Wirksamkeit schwach
basischer oder schwach saurer Chemotherapeutika wird auch durch eine In-vivo-
Studie von Gerweck et al. deutlich. In dieser Studie fUhrte die von auBBen erzeugte
Ansduerung des extrazellularen Tumormilieus wie erwartet zur geringeren Wirksam-
keit der schwachen Base Doxorubicin und zur gesteigerten Wirksamkeit der schwa-
chen Séaure Chlorambucil (284).Es bleibt festzuhalten, dass bei der Entwicklung
méglicher therapeutischer Strategien zur Uberwindung der Chemotherapieresistenz
das Phdnomen des sogenannten jon trapping nicht auBer Acht gelassen werden soll-
te.

Eine Modulation des extrazellularen pH-Werts wére im vorliegenden Fall der 2-DG-

Resistenz jedoch nicht anzuraten. Hierzu musste der pHe verringert werden, was zu
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einer Ansauerung des Tumormikromilieus fihrt. Es wurde jedoch gezeigt, dass ein
saurer extrazellularer pH-Wert mit dem Metastasierungspotenzial von Tumorzellen
assoziiert ist (285; 286). Eine Mdglichkeit bestiinde in der Behandlung der 2-DG-
resistenten Tumoren mit Chemotherapeutika, die nicht ionisierbar sind oder schwa-

che Basen darstellen.
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5 Zusammenfassung

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) stellt die flnfthaufigste Krebsart und zweithau-
figste Krebstodesursache weltweit dar. Die steigende Inzidenz in Europa und den
Vereinigten Staaten sowie die spate Diagnosestellung und das Fehlen kurativer The-
rapieformen stellen zentrale Probleme dar. Daher ist die Etablierung innovativer,
zielgerichteter Therapieansatze von hoher Bedeutung. Alterationen im Metabolismus,
wie z. B. erhdhte Glukoseaufnahme und glykolytische Aktivitat (Warburg-Effekt), sind
zentrale Charakteristika solider Tumoren. Vor diesem Hintergrund sollte im ersten
Abschnitt dieser Arbeit die Wirksamkeit des bekannten Glykolyseinhibitors
2-Deoxy-D-Glukose (2-DG) als therapeutisches Agens zur Behandlung des
Hepatozellularen Karzinoms analysiert werden. Dafir wurden zwei humane HCC-
Zelllinien in vitro mit 2-DG behandelt und weitergehend untersucht. Hierbei zeigte
sich eine antiproliferative Wirkung des 2-DG, welche in vivo im ASV-B-HCC-
Mausmodell jedoch nicht bestatigt werden konnte. Dies filhrte zu der Uberlegung,
dass hohe Glukosekonzentrationen im Medium und im Tierfutter die Wirksamkeit von
2-DG moglicherweise verringern kénnten. Eine Reduktion der Glukose flhrte zur
Verstéarkung der antiproliferativen Wirkung des 2-DG in vitro. In immunhistologischen
Untersuchungen zeigte sich jedoch kein synergistischer Effekt der Verabreichung
von 2-DG mit gleichzeitiger Kohlenhydratreduktion in vivo. Auch in diesem Kontext
scheint 2-DG keine Wirkung zu besitzen. Bemerkenswert war die Verringerung der
Tumorlast bei alleiniger Verabreichung des kohlenhydratreduzierten Futters.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten mdgliche resistenzvermittelnde Mechanismen un-
tersucht werden. Hierfir wurde in zwei HCC-Zelllinien eine Resistenz gegenlber
2-DG herbeigefthrt. Untersuchungen der potenziellen resistenzvermittelnden Me-
chanismen ergaben eine mdgliche Beteiligung des Zink-Metalloenzyms karbonische
Anhydrase IX, welches an der Regulation des extrazellularen pH-Werts mafBgeblich
beteiligt ist.

Zusammengefasst konnte eine Verringerung der Tumorlast durch alleinige Reduktion
der zugefihrten Kohlenhydrate erreicht werden. Zudem wurde ein méglicher moleku-
larer Mechanismus der Resistenzentstehung gegeniber 2-DG ermittelt. Vor dem
Hintergrund der schlechten Therapierbarkeit des HCC kénnten beide Ansatze eine
sinnvolle Erganzung der aktuellen Behandlungsverfahren des HCC darstellen.
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6 Summary

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common cancer and second leading
cause of cancer-related deaths worldwide. Rising incidence in Europe and the United
States, late diagnosis and the lack of curative therapies are central problems. There-
fore, the establishment of innovative, targeted therapies is of great importance. Met-
abolic alterations such as increased glucose uptake and glycolytic activity (Warburg
effect) are central characteristics of solid tumors. The aim of the first part of this study
was to evaluate the efficacy of the well known glycolytic inhibitor 2-deoxy-D-glucose
(2-DG) as a therapeutic agent for the treatment of hepatocellular carcinoma. There-
for, two human HCC cell lines were treated with 2-DG in vitro and investigated fur-
ther. Results revealed an anti-proliferative effect of 2-DG which was not confirmed in
vivo in ASV-B-HCC-mice. This led to the idea that high concentrations of glucose in
the medium and in animal food can potentially decrease the efficacy of 2-DG. A re-
duction of glucose resulted in an amplification of the anti-proliferative effect of 2-DG
in vitro. Immunohistochemical studies, however, showed no synergistic effect of the
administration of 2-DG with simultaneous reduction of carbohydrates in vivo. Again
2-DG seems to have no effect. Interestingly, feeding of the low-carbohydrate food
alone caused a remarkable reduction in tumour burden.

In the second part of this work possible resistance-mediating mechanisms should be
investigated. The resistance towards 2-DG was induced in two HCC cell lines. Stud-
ies on potential resistance mechanisms revealed a possible role of the zinc
metalloenzyme carbonic anhydrase IX, which is significantly involved in the regula-
tion of extracellular pH.

Taken together, a reduction in the tumour burden can be achieved by the sole reduc-
tion of the supplied carbohydrates. In addition, a possible molecular mechanism that
govern resistance towards 2-DG was determined. In the context of the poor treatabil-
ity of HCC both approaches could be a useful addition to the current method of
treatment of HCC.
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Anhang

Zusammensetzung Standardfutter (Status 06/2005)

ssniff® R/M-H

Alleinfuttermittel fiir die Haltung von Ratten und Mausen

Beschreibung

Dieses Futtermittel ist fur Ratten und Mause im Erhaltungsstoffwechsel vorgesehen. Aufgrund der
ausgewogenen Nahrstoffkonzentrationen bei mittlerer Energiedichte und niedrigem Nitrosamin-Ge-
halt ist es auch als Basisfutter fur Langzeitstudien gut geeignet.

Rohnahrstoffe [%]
Trockensubstanz 87,7
Rohprotein (N x 6,25) 19,0
Rohfett 3,3
Rohfaser 4,9
Rohasche 6,4
N-freie Extraktstoffe 54,1
Starke 36,5
Zucker 47
Mineralstoffe [%] Aminosauren
Calcium 1,00 Lysin
Phosphor 0,70 Methionin
Natrium 0,24 Met+Cys
Magnesium 0,22 Threonin
Kalium 0,91 Tryptophan
Fettsauren [%] ﬁg&m

C 140 0,01 Valin

C 16:0 0.47 Iscleucin

C 161 0,01 Leucin

Cc18:0 0,08 Phenylalanin
C 181 0,62 Phe+Ty|’
Cc18:2 1 ,80 Glyc|n

C18:3 0,23 Glutamins&ure
C 20:0 0,01 Asparaginsaure
C 201 0,02 Prolin

C 20:5 - Alanin

C22:6 e Serin

Futterzusammensetzung

Energie [MJ/kg]
Bruttoenergie (GE) 16,3
Umsetzbare Energie (ME) * 12,8

[%]
1,00
0,30
0,65
0,68
0,25
1,14
0,44
0,88
0,76
1,30
0,85
1,43
0,80
3,80
1,61
1,25
0,79
0,89

Kohlenhydraten

absteigende Reihenfolge der Gruppen (FMV)
Getreide und Getreidenebenprodukte, Olsaat-
produkte, Mineralstoffe, pflanzliche Ole, Vita-
mine, Spurenelemente.

* ME berechnet nach der Schétzformel fiir Schweine,

Anlage 4 der Futtermitteiverordnung

58 % aus

33 % aus
Protein

Vitamine per kg
Vitamin A 15.000 IE
Vitamin Dy 1.000 IE
Vitamin E 110 mg
Vitamin K (als Menadion) 5 mg
Thiamin (B+) 18 mg
Riboflavin (B2) 23 mg
Pyridoxin (Be) 21 mg
Cobalamin (B12) 100 g
Nicotinsaure 135 mg
Pantothensaure 43 mg
Folsaure 7 myg
Biotin 525 ug
Cholin-ClI 2.990 mg
Inositol 100 mg
Spurenelemente per kg
Eisen 179 mg
Mangan 69 mg
Zink 94 mg
Kupfer 16 mg
lod 2,2 mg
Selen 0,3 mg
Cobalt 21 mg

Energiedichte [VJ ME/kg] und

Protein-/Energie-Verhéltnis [g XP/MJ ME]

19¢T DRM-HExtr. CORM-Hauto ®mRMH DORM-HEred! ORI ]
Hauptprodukte 17
V1530-0 Mehl, einfach vermahlen [
V1534-0 10 mm Pellets 15 A
V1535-0 15 mm Pellets
13
Produktion und Vertrieb 1
sshiff Spezialdidten GmbH
Phone: +49-(0)2921-9658-0 9
Fax: +49-(0)2921-9658-40
E-Mail mail@ssniff.de 7
www.ssniff. de XPIME
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Zusammensetzung 15-%-KH-Futter

High Protein
60 kJ% CP
Product-No. S0088-E030
Casein % 62.500
Brewer's yeast % 2.000
Corn starch, pre-gelatinized % 3.800
Sucrose % 6.000
Cellulose powder % 7.700
L-Cystine % 0.200
Vitamin premix % 1.200
Minerals & trace elem. [Ca def] % 6.000
Choline CI % 0.600
Soybean oll % 10.000
Crude protein % 55.8
Crude fat % 10.4
Crude fiber % 7.7
Crude ash % 59
Starch % 39
Sugar % 7.2
Carbohydrates (CHO) * % 12.2
Calcium % 0.97
Phosphorus % 0.68
Sodium % 0.22
Magnesium % 0.27
Lysine % 4.64
Met+Cys % 2.68
Threonine % 2.47
Fatty acids
C14:0 % 0.04
C16:0 % 1.20
C18:0 % 0.38
C 181 % 2.60
C18:2 % 5.30
C18:3 % 0.58
ME , Atwater ** MJ/kg 156
kJ%% Protein 60
kJ% Fat 25
kJ% Carbohydrates 15

* = NfE = N free extracts

** physiological fuel value
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Beispiel Laborbefund synlab.vet GmbH (Referenzbereich AST und ALT)

synlab.vet « Labor Berlin

Labordienstleistungen
Turmstrasse 21 « 10¢
Telefon 030 /3974 - 3490

berlin@synlab-vet.de

Befundberich Charite Centrum 13

Medizinische Klinik

Hepatologie/ Gastroenterologie
Campus Virchow Klinikum

AG PD Dr. Cramer
Augustenburger Platz 1/ Forum 4

Tierhalter: RUDOLPH, INES 13353 Berlin Tiername /Rasse : LYS609WT / Seite: 1/1
Tierart: Maus Pat.-ID: 24 7922 0001 Enthahme: 04.12.2012

Alter: <1 Jahr Labor-ID: XN 2493 3061 Eingang: 05.12.201213:13 Uh
Geschlecht:  mannlich Ext. ID: Endbefund: 05.12.2012 15:21 Uh
Anamnese:  Rampun + Ketanest

Material: Serum

Untersuchung Ergebnis Einheit Referenzbereich  Methode
Leberprofil

Leber

Alkalische Phosphatase 1826 U/l

AST (GOT) i 1156 ui 55-124 PHO

ALT (GPT) = 1376 Uil 28 -184 PHO

y-GT <5 U PHO

GLDH 356.80 Ufl PHO

Bilirubin gesamt 5.20 pmol/l

Bilirubin direkt 2.90 pumolfl PHO

Bilirubin indirekt 2.30 pumolfl RECH
Proteinstoffwechsel

Albumin 298 g/l PHO
Gesamteiweild 63 g/l 54-78 PHO

syniab.vet iddt Sie herziich ein: 21.11.2012 "Reptilien und Vogel im Visier” eine Fortbildungsveranstaltung in Cotthus fiir Tierdrzte, 23.11.2012 "Wenn das
Heimtier nicht friBt" eine Fortbildungsveranstaltung in Berlin filr TFA/ Tierarzthelfer, 24.11.2012 "Workshop Labordiagnostik - Heimtiere” ein Workshop in Berlin
fiir Tierédrzte - Information und Anmeidung iiber syniab.vet Berlin, Tel: 030-3974 349 0 oder Mail an berlin@synlab-vel.de

Mit kollegialen GriBen - validiert durch: Dr. med.vet. Hannes Maier, Geschaftsfihrung synlab.vet GmbH
Rechnung an: Praxis
Fur diesen Befund werden berechnet: .00 EUR (netto)

Untersuchung bei synlab vet a) Augsburg, k) Leverkusen, hy Hamburg, 1) Leipzig, n) Berlin /1) Untersuchung im Synlab-Yerbund ¢ 2) Untersuchung extem / 3) Nicht akkreditiert



