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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Tumormatrix

Karzinome sind nicht nur Ansammlungen von bdsartigen Zellen, sondern komplexe
Strukturen, in die viele andere Zellarten (Stroma) rekrutiert werden, die von den
transformierten Zellen manipuliert werden. Das Zusammenspiel von bdésartigen und
gesunden umliegenden Zellen bildet die Tumormikroumgebung. Die nicht-malignen
Zellen der Mikroumgebung haben eine dynamische und oft tumorférdernde Funktion in
allen Phasen der Tumorprogression [1]. So haben die Tumormikroumgebung und die
stromalen Zellen in den vergangenen Jahren an Bedeutung gewonnen und sind nun
Gegenstand eines breiten Forschungsfeldes. Diese Mikroumgebung besteht aus der
extrazellularen Matrix (EZM) und den stromalen Zellen wie Fibroblasten [2], Adipozyten
[3], Endothelzellen [4], Pericyten [5] und Zellen des Immunsystems [6, 7]. Die EZM ist
die nicht-zellulare Komponente, die in allen Geweben und Organen vorhanden ist. Sie
bietet nicht nur ein wesentliches physikalisches Gerust fur die zelluldaren Bestandteile,
sondern initiiert auch wichtige biochemische und biomechanische Signale, die fur die
Gewebemorphogenese, Differenzierung und Homdostase erforderlich sind [8]. Mit
zunehmendem Alter eines Gewebes nimmt der Gehalt an EZM-Proteinen ab. Dieser
Prozess flhrt tber einen Verlust von Zellintegritat zu einer Beeintrachtigung der EZM-
Organisation und der epithelialen Funktion und kann altersbedingte Krankheiten wie
Krebs fordern [9, 10].

Wahrend einige Aspekte des Stromas seit Langem bekannt sind, insbesondere die
Auswirkungen auf die Tumorangiogenese und die Remodellierung der EZM, sind
einige Einflisse der Tumormikroumgebung auf Tumorwachstum und -progression bis
heute nicht vollstandig verstanden [11-13]. Die Entwicklung, Struktur und Funktion der
Zellen in der Tumormikroumgebung weisen viele Parallelen zu den Prozessen der
Wundheilung auf. Daher werden Tumore oft als niemals heilende Wunden
beschrieben, da in den malignen Zellen entzindliche und wundheilende Prozesse

aktiviert werden [14].

1.1.1 Hyaluronsaure in der extrazellularen Matrix

Die EZM bildet das Gerlist von Geweben und Organen. Es handelt sich um ein
komplexes Netzwerk von extrazellularen Proteinen wie Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen (GAG) und Glykoproteinen, die supramolekulare Aggregate und
flachenhafte Netzwerke bilden. Proteoglykane bestehen aus einem Kernprotein, an das

eine oder mehrere GAG-Ketten gleichen oder unterschiedlichen Typs kovalent
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Einleitung

gebunden sind. Diese multimolekularen Strukturen sind mit EZM-Molekilen
verbunden, die ebenfalls miteinander vernetzt sind. So bilden sie komplexe
dreidimensionale Matrixnetzwerke, die eine hohe Dynamik aufweisen [15]. GAGs sind
lineare, negativ geladene  Heteropolysaccharide, die aus repetitiven
Disaccharideinheiten, wie im Falle der Hyaluronsdure N-Acetylglukosamin und
Glukuronsaure, aufgebaut sind. Unterschiede der GAGs sind in der Art des
Monosaccharids sowie in dessen Sulfatierung zu finden und fihren unter anderem zu
folgenden Arten von GAGs: Hyaluronsaure (HA), Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Heparin, Heparansulfat und Keratansulfat [15]. HA wird nicht wie die anderen GAGs im
Golgi, sondern an der intrazellularen Plasmamembran durch die HA-Synthasen 1-3
(HAS1, 2, 3) synthetisiert. Alle anderen GAGs werden erst nach ihrer Bildung im Golgi
an die Zellmembran transportiert und dann freigesetzt. Hochmolekulare HA findet sich
in der Synovialflissigkeit, die Gelenke und Knorpel umgibt, im Glaskérper des Auges
und in diversen Geweben, wie z.B. der Haut. Sie gilt als Schllsselfaktor bei der
Gewebshomobostase sowie bei Krebserkrankungen und Entzindungen [16]. Ein
Groldteil dieser HA-Wirkungen wird uUber HA-Rezeptoren wie den cluster of
differentiation 44 (CD44), den receptor for hyaluronan mediated motility (RHAMM) oder
den lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor (LYVE) vermittelt [17]. Der HA-
Katabolismus wird durch eine Familie von Endo-N-Acetylhexosaminidasen, den
Hyaluronidasen, gesteuert. Sechs verschiedene Hyaluronidase-Gene (HYALA1, 2, 3, 4,
HYALP1 und PH-20) wurden im humanen Genom identifiziert [18].

1.1.1.1  Hyaluronsaure und Tumorprogression

In der Tumormikroumgebung stellt HA als Bestandteil der perizellularen EZM ein
dreidimensionales GeruUst fur Zellen bereit und reguliert das Verhalten von Stroma- und
Tumorzellen [19-21]. Krebszellen produzieren erhdhte Mengen an HA, die von den
Zellen sezerniert wird und in der Tumormikroumgebung mit Rezeptoren, wie dem
CD44, interagiertt HA kann als hochmolekulares Polymer auftreten und
Molekulargewichte von Uber 107 Da erreichen, kann aber auch in Form von
Oligosacchariden auftreten, die nur wenige Disaccharid-Einheiten umfassen. Viele
Publikationen belegen, dass das Molekulargewicht einen starken Einfluss auf die
ausgelosten zellularen Prozesse hat [22, 23]: GrolRe Hyaluronsaureketten sind an der
Embryogenese beteiligt, schiitzen die Widerstandsfahigkeit der Epithelschicht und
fordern die Wundheilung. Werden HA-Polymere von Hyaluronidasen zu kleineren
Fragmenten verdaut, fordern diese Entziindungen und Angiogenese. Diese
kurzkettigen HA-Polymere aktivieren Uber die oben genannte Rezeptoren Signalwege,

die eine Reihe von krebsfordernden Signalen vermitteln, und so die Zellproliferation,
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Invasion, Adhasion, Motilitdt fordern und eine Rolle in der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) und der Stammzellerneuerung spielen [24]. Der Hauptrezeptor fur HA
ist CD44, der Zellsignalwege aktiviert, die die Zellproliferation stimulieren [25], das
Zelliberleben erhdhen [26], das Zytoskelett modulieren [27] und die Zellmotilitat [28]
steigern. Insbesondere die Varianten von CD44 (CD44v) konnten in mehreren
korrelativen Studien bei humanem Bauchspeicheldriisenkrebs als Marker flir den
Krankheitsverlauf verwendet werden [29, 30]. Die Existenz der intrazellularen HA ist
gut dokumentiert, aber ihre genauen Funktionen sind noch nicht eindeutig geklart.
Intrazellulare HA findet sich im Zytoplasma, im Kern und im Nukleolus. Die HA-
Synthese ist bei proliferierenden Zellen starker ausgepragt; hier ist es mit den
Mikrotubuli, RHAMM und der mitotischen Spindel assoziiert und erhalt die Stabilitat der
Spindelpole aufrecht [31]. Eine Haufung intrazellularer HA wird auch in Verbindung mit
zelluléren Stressreaktionen wie Entziindungen beobachtet. Die genauen molekularen

Mechanismen der HA-Funktionen sind allerdings unklar [22].

Dementsprechend sind erhdhte Mengen an HA haufig in bdsartigen Tumoren und dem
umliegenden Stroma zu finden. Stromazellen wie mesenchymale Stammzellen und
Fibroblasten haben dabei oft den groReren Anteil an der HA-Synthese [32]. Histo-
pathologische Analysen haben nachgewiesen, dass die Akkumulation von HA, HA-
Synthasen, HYALs und HA-Rezeptoren bei Brustkrebs [32, 33], Prostatakrebs [34],
Eierstockkrebs [35] und Lungenkrebs [36] mit einer erhdhten Tumoraggressivitat und

einem schlechten Krankheitsverlauf korreliert.

1.1.1.2 Hyaluronsaure als Zielstruktur in der Tumortherapie

Die Assoziation der HA mit einer Férderung von Tumorwachstum, Tumorprogression
und Therapieresistenz und mit einem reduzierten Uberleben deutet darauf hin, dass
HA eine mogliche therapeutische Zielstruktur fir die Behandlung von Krebs darstellen
kénnte. Es wurde bereits mehrere Strategien publiziert, die zur Reduktion von HA in
Krebsmodellen eingesetzt wurden, darunter die Blockierung der HA-Signal-

weiterleitung, die Forderung des HA-Abbaus und die Hemmung der HA-Synthese.

Der Rezeptor CD44 ist ein transmembranes Glykoprotein, das in vielen Krebsarten
einschlielllich Krebsstammzellen stark exprimiert vorliegt. HA ist der spezifischste
Ligand fur eine CD44-Aktivierung. An den aktivierten Signalwegen sind unter anderem
die Kinasen Ras, MAPK und die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) beteiligt [25]. CD44
kann jedoch auch mit weiteren Molekilen der EZM wie Kollagen, Fibrinogen,
Fibronektin, Laminin, Chondroitinsulfat, Osteopontin und L-Selektin interagieren. In

vielen Fallen bindet CD44 erst an seine Liganden, nachdem eine Aktivierung durch
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aullere Reize erfolgt ist [37]. Beispiele fir gegen CD44 gerichtete Therapien sind
neutralisierende Antikoérper [38], Flavonoide [39], Vitamin D Analoga [40], small
interfering RNA (siRNA) [41] und HA-Oligomere [42, 43]. Diese Strategien befinden

sich in verschiedenen Phasen der praklinischen und klinischen Priufung.

Das therapeutische Potenzial der Remodellierung der Tumor-Mikroumgebung durch
HA-Depletion wurde in vielen Publikationen belegt. Interessanterweise flhrt die
intravendse Zugabe von PEGylierter rekombinanter menschlicher Hyaluronidase
(PEGPH20) zunachst zum Abbau stromaler HA, bevor auch die tumorassoziierte HA
entfernt wird. Dies tragt zum Abbau des Stromas bei und ermdglicht so den Zugang
von Chemotherapeutika zum Zielgewebe [44]. Derzeit laufen mehrere klinische Studien
zur Evaluierung von PEGPH20 in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika
(NCT02921022 NCT02487277, NCT02715804), darunter Anti-PD-1-Antikorper bei
Bauchspeicheldriisenkrebs (NCT03481920) und Gallenblasenkrebs (NCT03267940).

Am effektivsten kann die Wirkung der HA durch die Inhibition ihrer Synthese gehemmt
werden. Der am weitesten verbreitete niedermolekulare, orale verfigbare HA-
Synthese-Inhibitor ist 4-Methylumbelliferon (4-MU) [45]. Es gibt eine zunehmende Zahl
von Untersuchungen, die 4-MU zur Hemmung von HA flir experimentelle Zwecke
verwenden. Diese Arbeiten bilden eine wichtige Grundlage fir den Einsatz von 4-MU in
klinischen Studien [46].

1.1.2 4-Methylumbelliferon

4-MU ist ein Derivat des sekundaren Pflanzeninhaltsstoffs Kumarin. Andere
Kumarinderivate wie Phenprocoumon (Marcumar®) und Warfarin (Coumadin®) werden
aufgrund ihrer antikoagulatorischen Wirkung eingesetzt, um thrombotische
kardiovaskulare Ereignisse z.B. im Rahmen eines Vorhoffimmerns zu verhindern.
Umbelliferon ist ein Hydroxy-Derivat des Kumarins und kommt unter anderen im
Liebstockel (Levisticum officinale) und der Kamille (Matricaria recutita) vor [46]. 4-MU
ist eine an Position 4 methylierte Variante des Umbelliferons. Obwohl es sich um ein
Kumarinderivat handelt, besitzt es keine antikoagulierenden Eigenschaften, sondern
wird wegen seiner krampflésenden Wirkung auf die Gallenwege meist zur Behandlung
von Gallenwegsspasmen und biliarer Dyskinesie eingesetzt. Es ist fur diese Indikation
in einigen europaischen Landern unter dem Freinamen Hymecromon als zugelassenes
Medikament im Handel [47, 48].
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1.1.21 Wirkungsmechanismus

Es wird angenommen, dass 4-MU die HA-Produktion auf mindestens drei Arten
hemmt. Zunachst dient 4-MU als konkurrierendes Substrat flir die Uridindiphosphat
(UDP)-Glukuronosyltransferase (UGT), ein Enzym, das mittelbar an der HA-Synthese
beteiligt ist [49]. HA wird von den Hyaluronsaure-Synthase 1-3 (HAS1-3) aus den
Vorlaufern UDP-Glukuronsaure (UDP-GIcUA) und UDP-N-Acetylglukosamin (UDP-
GIcNAc) hergestellt. UGT katalysiert dabei die Ubertragung einer UDP-Gruppe auf
N-Acetylglukosamin und Glukuronsaure. Die Verfiigbarkeit von UDP-GIcUA und UDP-
GIcNAc ist dabei von entscheidendem Einfluss auf die HA-Synthese [50]. Wird 4-MU
verabreicht, konkurriert dieses mit UDP und wird von der UGT kovalent lber seine
Hydroxylgruppe an Glukuronsaure gebunden. Infolgedessen nimmt die Konzentration
von UDP-GIcUA im Zytosol ab und die HA-Synthese wird reduziert. 4-MU hemmt

dadurch den HA-Vorlauferpool in den Zellen.

Zweitens reduziert 4-MU die Expression von Boten-Ribonukleinsgure (mMRNA) der HA-
Synthasen in unterschiedlichen Krebszelllinien [45]. Der Expressionsgrad verschie-
dener HAS-Gene wurde in mehreren Untersuchungen mit der Syntheserate von
Hyaluronsaure korreliert [51, 52]. Obwohl die transkriptionelle Repression der HAS-
Gene gut belegt ist, sind derzeit keine 4-MU-initiierten zytoplasmatischen Signale
bekannt, die die HAS-Expression beeinflussen kdnnten [45]. In Verbindung mit dem
primaren Effekt, der Reduktion des UDP-GIcUA-Gehalts, kann spekuliert werden, dass
dieses Zuckernukleotid nicht nur in der HA-Synthese, sondern auch direkt oder indirekt
auf nuklearer Ebene die Transkription bestimmter Gene kontrolliert [53]. Die
Verflgbarkeit von UDP-GICUA ist allerdings auch ein Regulator der Transkription von
HAS2 und HAS3 [50].

Zuletzt wurde eine Verbindung von 4-MU mit der mitochondrial induzierten Apoptose in
unterschiedlichen soliden Krebsarten identifiziert [54, 55]. Aktuelle Untersuchungen
ergaben, dass die 4-MU-induzierte Apoptose mit dem Verlust des mitochondrialen
Membranpotenzials, der Erhéhung von p53-mRNA, von Zytochrom ¢ und dem pro-
apoptotischem B-cell lymphoma 2 Protein (Bcl-2)-assoziiertes X Protein (BAX) und
einer Verminderung von anti-apoptotischem BCL2-Protein verbunden ist [56, 57].
Zusatzlich fuhrte eine Behandlung mit 4-MU zu einer Erhdhung der intrazellularen
Reaktive-Sauerstoff-Spezies (ROS). ROS, einschlieRlich Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid, stammen hauptsachlich aus der mitochondrialen Atmungskette

und flhren zu mitochondrial induzierter Apoptose [56].
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Die Behandlung von Krebszellen mit 4-MU wirkt also hemmend auf das Zellwachstum
und die Zellproliferation, einerseits durch den Verlust der protektiven Wirkung der HA
durch die Hemmung der Substratverflgbarkeit und durch die Suppression der

Synthasen-Expression, andererseits durch die Induktion der mitochondrialen Apoptose.

1.1.2.2 Klinische Studien und Wirksamkeit von 4-MU

Die grofiten Erkenntnisse uber die Wirksamkeit von 4-MU wurden durch in vitro-
Studien mit Krebszelllinien und deren in-vivo-Modellen gewonnen. Im Jahr 2006 wurde
die erste in vivo-Analyse zur Untersuchung der Wirkung von 4-MU auf Bauchspeichel-
drisenkrebszellen veroffentlicht [58]. Das Fazit dieser Arbeit war, dass 4-MU die
Proliferation, Migration und Invasion verschiedener Krebszelltypen hemmt, sowohl in
vitro als auch in vivo. Die vorhandenen in vitro- und in vivo-Daten deuten darauf hin,
dass Hymecromon als Bestandteil von Therapieschemata gegen HA-produzierende
Krebsarten wirksam sein konnte. Allerdings besteht noch Forschungsbedarf zur
Sicherheit, der Dosierung und dem Mechanismus [46]. Da Hymecromon ein
zugelassenes Arzneimittel darstellt, sind bereits einige Daten zur Sicherheit dieses
Medikaments verfugbar. Aufler Durchfall oder anderen milden gastrointestinalen

Symptomen sind keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beschrieben [59, 60].

1.2 Tumormetabolismus

Alle Zellen bendétigen eine Energiequelle, um die Homobostase aufrechtzuerhalten. Die
Homoostase beinhaltet strukturierte, energieaufwandige Prozesse wie die Erzeugung
von Konzentrationsgradienten, Zytoskelettdynamik, Desoxyribonukleinsaure (DNA)-
Reparatur, basale Transkription und Translation, Proteinumsatz und Vesikeltransport.
Krebszellen vermehren sich typischerweise mit einer deutlich erhohten Teilungs-
geschwindigkeit im Vergleich zu gesunden Zellen. Um diese proliferative Kapazitat zu
erreichen und aufrechtzuerhalten, missen Krebszellen die Aktivitat verschiedener

Stoffwechselwege erhdhen [61].

1.2.1 Der Warburg-Effekt in Krebszellen

Organismen weisen bei schnellem Wachstum eine erhdhte Rate der Glykolyse auf.
Otto Warburg beobachtete bereits 1924, dass Krebszellen viel groRere Mengen an
Glukose aufnehmen als ihre nicht transformierten Gegenstiicke. Die Glukose wird
dabei auch unter sauerstoffreichen Bedingungen in der Glykolyse zu Laktat
verstoffwechselt. Dieses Phanomen wird als aerobe Glykolyse oder Warburg-Effekt
bezeichnet [62]. Die Glykolyse ist ineffizient in Bezug auf die Adenosintriphosphat
(ATP)-Produktion, da sie nur zwei ATP-Molekile pro Molekil Glukose erzeugt,
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wahrend die vollstandige Oxidation eines Glukosemolekils durch oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien bis zu 36 ATP-Molekile erzeugen kann.
Jedoch kann die Energie durch Glykolyse in kirzerer Zeit produziert werden. Zudem ist
dieser Prozess nicht auf eine ausreichende Sauerstoffversorgung angewiesen. Die
nicht bendtigten Mitochondrien werden in Zuge dessen inaktiviert und auch andere
mitochondriale Funktionen gehemmt [63]. Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC)
steht im Zentrum des oxidativen Glukosemetabolismus. Der mitochondriale Pyruvat-
Transporter (MPC) transportiert das Pyruvat in die Mitochondrien, wo es durch den
PDC zu Acetyl-CoA umgewandelt wird. PDC katalysiert diese geschwindigkeits-
begrenzende oxidative Decarboxylierung von Pyruvat, das dann als Acetyl-CoA im
Tricarbonsdure (TCA)-Zyklus verwendet wird. Es verbindet die Glykolyse mit dem
TCA-Zyklus und stellt damit einen wichtigen regulatorischen Schritt im
Glukosestoffwechsel dar [64]. Die Aktivitat der PDC wird durch ihre Phosphorylierung
reguliert und ist ein wichtiger Faktor fur die Bildung und/oder Progression von
Tumoren. Eine Phosphorylierung durch Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen (PDK) flihrt
zu einer Inhibierung des Komplexes und damit zu einer Verstarkung der aeroben
Glykolyse. Die Aktivitdt von PDK wird durch ATP, Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Hydrid (NADH) und Acetyl-CoA stimuliert. Die Expression des PDK1-Gens ist in
Krebszellen oft hochreguliert. So wird durch eine aktive PDK die PDC inhibiert, was in
einem geringeren Pyruvat-Flux in die Mitochondrien und in einer geringen TCA-
Aktivitat resultiert [65].

Die Bedeutung der aeroben Glykolyse fur die Zellproliferation geht Uber die rapide
ATP-Produktion hinaus. Die Generierung neuer Tochterzellen erfordert die Replikation
aller Zellinhalte, einschliellich DNA, RNA, Proteine und Lipide. Daher besteht die
zusatzliche Funktion der verstarkten Glykolyse in proliferierenden Zellen unter
anderem darin, dass Niveau der glykolytischen Zwischenprodukte als makromolekulare
Vorlaufer konstant zu halten. So werden bestimmte Glukosemetaboliten fir die
Synthese von essentiellen Zellbestandteilen bendtigt [66]. Zusatzlich wird in
schnellteilenden Zellen ein Grofdteil der Glukose in Laktat umgewandelt. Die
Laktatbildung spielt eine wichtige Rolle in der Glykolyse: aus Pyruvat und NADH wird
Laktat und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) generiert. Das freigewordene
Hydridion aus dieser Reaktion wird dann bendtigt um das energiereiche
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und schlussendlich ATP zu
bilden. Damit die Glykolyse fortgesetzt werden kann, muss das NAD+/NADH-Redox-
Gleichgewicht gehalten werden. So nimmt das NAD+ wiederrum das Hydridion auf,
dass bei dem Zerfall von GAPDH zu ATP freigesetzt wird [67]. Die Laktatbildung kann

fir Tumorzellen auch von sekundarem Nutzen sein. Die Ausscheidung hoher
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Laktatmengen kann Tumorprogression, -wachstum und -metastasierung unterstitzen,
indem sie die Mikroumgebung des Tumors moduliert [68]. Ein wesentlicher Faktor bei
der Tumorentwicklung ist die Unfahigkeit des Immunsystems, transformierte Zellen
ausreichend zu eliminieren. Extrazellulares Laktat hemmt z.B. die Differenzierung von
Monozyten zu dendritischen Zellen und die Freisetzung von Zytokinen [69]. Zusatzlich
wird das freigesetzte Laktat durch die umliegenden Stromazellen aufgenommen, die
komplementare Stoffwechselwege exprimieren, um die Produkte der aeroben
Glykolyse zu puffern, um damit das Uberleben der Krebszellen zu sichern [70]. Die
extrazellulare Hypoxie induziert auch wichtige tumorprotektive Signalwege in den
Krebszellen. Das rapide Zellwachstum der Tumore kann zu hypoxische Bedingungen
fuhren, in Folge dessen kann dies zu einer Induktion des Transkriptionsfaktors
Hypoxie-induzierbarer Faktors 1 (HIF-1) fihren [71]. HIF-1 ist Schlissel-Regulator
zahlreicher Proteine und Enzyme, die am Glukosestoffwechsel beteiligt sind. Der
Transkriptionsfaktors HIF-1 induziert auch die Transkription von PDK, den Glukose-
Transporter (GLUT) und von weiteren glykolytischen Enzymen sowie LDHA [72] und

unterstltzt damit die Stabilisierung des Warburg-Effekts in Tumorzellen.

1.2.2 Metabolische Interventionen in der Onkologie

Der veranderte Stoffwechsel der Krebszellen hat in den vergangenen finfzehn Jahren
eine zunehmende Bedeutung in der Tumorforschung erlangt. Dabei kénnen unter
anderem zwei verschiedene Ansatze genutzt werden: die Senkung des
Blutzuckerspiegels (systemischer Ansatz) [73] oder die Hemmung bestimmter Enzyme
in der Glykolysekaskade (zellautonomer Ansatz) [74, 75]. Dieses Ziel kann durch

diatetische oder pharmakologische MalRnahmen erreicht werden.

Auf der Beobachtung, dass eine moderate, chronische Kalorienrestriktion die
Krebsinzidenz bei in vivo-Untersuchungen signifikant reduziert, basieren viele der
derzeit untersuchten anti-tumoralen Ernahrungsansatze [76, 77]. Diese basieren auf
einer Einschrankung oder Modulation der Nahrstoffzufuhr, die die Metabolitenzufuhr zu
Tumorzellen reduzieren kann. Angesichts der Vielfalt der méglichen Ansatze und ihrer
komplexen Auswirkungen auf die Vielzahl der Blutstoffwechselprodukte ist es jedoch
kein leichtes Ziel, die ideale Ernahrungsstrategie zu identifizieren. Daher zeigten
pharmakologische Therapien noch eine hdhere Effizienz zum Zeitpunkt dieser Arbeit
[78].

Die Liste der chemischen Verbindungen, die auf den Tumorstoffwechsel abzielen, ist
lang und wird standig erweitert. Einige Molekile erscheinen aufgrund ihrer

biochemischen Mechanismen und praklinischen/klinischen Daten Uber Vertraglichkeit
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und Wirksamkeit am vielversprechendsten. Eines der interessantesten Medikamente
ist Metformin. Das Referenzmedikament flr die Typ-ll-Diabetes-Behandlung hemmt die
intestinale Glukoseaufnahme, die Leberneoglukogenese und sensibilisiert das
periphere Gewebe flr Insulin [74]. Der Einsatz von Metformin bei Diabetikern wurde im
Vergleich zu anderen antidiabetischen Behandlungen konsequent mit einem
reduzierten Lungenkrebs- und Brustkrebsrisiko und einer besseren Prognose in
Verbindung gebracht [79, 80]. Obwohl mehrere prospektive Studien Metformin
untersuchen, konnte eine verbesserte Wirksamkeit von Metformin in Kombination mit
verschiedenen Chemotherapeutika bisher nicht nachgewiesen werden [81, 82]. Ein
anderes Medikament ist Aspirin, das am haufigsten verwendete nicht-steroidale
entzindungshemmende Mittel (NSAID). In Untersuchungen konnten interessante
metabolische und anti-tumorale Eigenschaften nachgewiesen werden. In hdheren
Dosierungen reduziert Aspirin systemische und lokale Entzindungen und hat
potenzielle Auswirkungen auf den systemischen Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel,
insbesondere bei Diabetikern [83]. Es ist hdchst unwahrscheinlich, dass hochdosiertes
Aspirin Krebspatienten Uber einen langeren Zeitraum hinweg sicher verabreicht werden
kann, da es in klinischen Studien zu vermehrten Auftreten von lebensbedrohlichen
Blutungen kam. Jedoch untersuchen laufende prospektive Studien es als adjuvante
Behandlung mit niedrig dosierter Verabreichung nach radikalen Operationen [84, 85].
Auch andere NSAIDs, wie das Celecoxib, zeigen einen anti-tumordsen Effekt tUber die
Reaktivierung der mitochondrialen Atmungskette und die daraus resultierenden ROS-
abhangigen Apoptose [86]. In Kombination mit 5-Fluoruracil (5-FU) konnte Celecoxib
die Effektivitat der Anti-Tumortherapie durch die Inhibition des AKT-Signalweges und
vermehrter ROS-Produktion verstarken [87].

Eine andere effiziente Therapiemoglichkeit betrifft den Laktatstoffwechsel. Dies kann
durch die Inhibition der LDHA durch Gossypol geschehen. Es flhrt dazu, dass die
Produktion von NAD+ und damit die Energieproduktion der Krebszellen zum Stillstand
kommt [88]. Klinische Studien zur Untersuchung von Gossypol bei verschiedenen
soliden Krebsarten laufen noch, aber es bestehen ernsthafte Bedenken hinsichtlich der
schlechten Vertraglichkeit und der Wirksamkeit [89]. Eine weitere Moglichkeit, den
Laktatstoffwechsel zu beeinflussen, besteht darin, den Export von Laktat in die
extrazellulare Umgebung zu hemmen. Tatsachlich zwingt die Akkumulation von
intrazellularem Laktat die reversible Reaktion in Richtung Pyruvatproduktion und
verhindert damit die Regeneration von NAD+. AZD3965 ist ein Inhibitor des
Laktattransporters Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1), der auf der Zellmembran
mehrerer Tumore in hohem Male exprimiert wird; auRerdem prognostizieren hohe
MCT1-Werte schlechte Patientenergebnisse [90, 91]. Klinische Studien testen die
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Vertraglichkeit und Antitumor-Wirksamkeit von AZD3965 bei soliden Tumoren, jedoch
stehen die Ergebnisse zu diesem Zeitpunkt aus (NCT01791595). Ein weiterer
Angriffspunkt der Tumortherapie ist die PDK, die wie zuvor beschrieben in vielen
Krebsarten hochreguliert ist und ein zentraler Regulator der Glykolyse und der

mitochondrialen Respiration ist [65].

1.2.3 Dichloressigsaure

Dichloressigsaure (DCA) ist eine chlorierte Carbonsaure. Bei oraler Verabreichung als
Natriumsalz wird DCA schnell resorbiert. DCA wurde bereits in oraler Form zur

Behandlung von Kindern mit angeborenen mitochondrialen Defekten eingesetzt [92].

1.2.3.1 Wirkungsmechanismus

DCA, ein strukturelles Analogon von Pyruvat, stimuliert die PDC-Aktivierung durch
mindestens zwei Mechanismen. Der erste und am Dbesten etablierte
Wirkungsmechanismus ist die Hemmung von PDKs, wodurch das PDC in seiner
unphosphorylierten, aktiven Form erhalten bleibt [93]. Isoformspezifische Unterschiede
der PDKs fuhren zu Variationen in der Regulation der PDC-Aktivitat, wobei PDK2 das
einzige ubiquitar exprimierte Isoenzyms ist [94]. Eine Hemmung der PDK2-Expression
durch siRNA imitiert die Wirkung von DCA in der Erhéhung der von Mitochondrien
stammenden ROS und der durch diese ausgelésten Apoptose [95, 96]. Durch die
Blockade von PDK verringert DCA die Laktatproduktion und schaltet den
Glukosestoffwechsel von der Glykolyse in Richtung oxidativer Phosphorylierung in den
Mitochondrien um. Diese Eigenschaft wurde bereits im Rahmen der Behandlung einer
angeborenen Laktatazidose [97], von myokardialer Ischamie oder Herzinsuffizienz [98]
und zur Modulation der Belastungstoleranz untersucht [99]. Die PDK-Hemmung durch
DCA erfolgt schnell und reversibel in vivo; die stimulierende Wirkung des Medikaments
auf die PDC-Aktivitat tritt innerhalb von 15-30 min nach einer einzelnen oralen oder
parenteralen Dosis ein und lasst innerhalb von 12-24 h nach der Verabreichung nach
[100]. Der zweite Mechanismus, mit dem DCA die PDC-Aktivitat erhoht, besteht darin,
dass es den Umsatz des Komplexes hemmt. Die Erhdhung der Enzymstabilitat konnte
in Primarkulturen von Fibroblasten von PDC-defizienten Patienten, die mit DCA
behandelt wurden, beobachtet werden. Der molekulare Mechanismus, der fur die
Stabilisierung des PDC durch DCA verantwortlich ist, ist unbekannt [101, 102]. Die
Stabilisierung des PDC durch DCA steht im Einklang mit dem langfristigen Laktat-
senkenden Effekt des Medikaments, der mit seiner wiederholten Verabreichung am

Menschen beobachtet wird. Zusammen fliihren beide Mechanismen zu einer
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langanhaltenden Wirkung, die noch nach der Elimination von DCA aus dem Plasma
fortbesteht [103].

Die Konzentration der Zielstruktur des DCAs, PDK, ist in Tumoren erhoht; durch die
Verwendung von DCA kann diese blockiert werden. Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung der mitochondrial induzierten Apoptose. DCA wurde allein oder in
Kombination mit anderen Therapien bereits in unterschiedlichen Konzentrationen
zwischen 1-50 mM in Tumorzelllinien getestet [104-106]. DCA senkt den
Blutlaktatspiegel in vivo beim Menschen in Dosen von etwa 5 mg/kg/24h [107] und bei
Nagetieren, die DCA schneller metabolisieren, in Dosen von etwa 25-50 mg/kg/24h
[108].

1.2.3.2 Klinische Studien

Die Behandlung von Patienten mit DCA erfolgt seit vielen Jahren und Uber einen
grolien Konzentrationsbereich, jedoch demonstrierten nur die héchsten Dosen
eindeutig tumorreduzierende Effekte. Orale, tagliche Dosen von DCA beim Menschen
variieren typischerweise zwischen 25 und 100 mg/kg Koérpergewicht fur kurzfristige
oder chronische Behandlungen [108]. So wurde beispielsweise in neueren Phase-I-
Studien bei Lungenkarzinom- und Glioblastom-Patienten eine effektive Dosis von
25-50 mg/kg/Tag definiert [109-111]. Eine Phase-II-Studien mit einer Kombination von
Cisplatin und DCA zeigte bis jetzt jedoch noch keine eindeutigen Ergebnisse
(NCT01386632). Es ist daher wichtig, die Mechanismen hinter einem unzureichenden
Ansprechen auf eine DCA-Behandlung zu untersuchen und neue synergistische

Kombinationspartner flr die Therapie mit DCA zu finden [112-115].

1.2.3.3 Therapie-limitierende Nebenwirkungen von DCA

Die Humantoxizitdt durch chronische DCA-Exposition ist im Allgemeinen auf die
reversible sensorische und motorische periphere Neuropathie beschrankt, von der
heute bekannt ist, dass ihr Auftreten durch das Alter und den Genotyp des Patienten
beeinflusst wird [116]. So wurde beispielsweise in den zuvor genannten Phase-I-
Studien eine schwere reversible Neuropathie bei 38-86 % der Patienten detektiert
[109-111]. Eine Reduktion der DCA-Dosis auf 6,5-12,5 mg/kg/Tag oder eine
Intervallgabe der hohen Dosen verbesserte im Allgemeinen das Auftreten dieser

Nebenwirkung, fuhrte aber zu einem Verlust der Tumorwachstumsreduktion [110-112].

Experimentelle in vitro Daten deuten darauf hin, dass die Schwann-Zellen eine
periphere Zielstruktur der reversiblen peripheren Neuropathie darstellen [117]. Die

Schwann-Zelle ist eine spezielle Form einer Gliazelle. Sie bildet eine umhillende und
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stlitzende Schicht, die das Axon einer Nervenzelle im peripheren Verlauf umgibt und
bei markgeschitzten Fasern durch eine Myelinscheide elektrisch isoliert [118]. Es
wurde postuliert, dass die Stimulation der PDC- und Atmungskette durch DCA in
glykolytischen Schwann-Zellen unkompensierten oxidativen Stress durch erhOhte
ROS-Produktion verursacht. Dies kann zum Zellsterben fihren [117]. Kommt es zu
einer Schadigung der Myelinscheide, werden auch die darunterliegenden Nerven
geschadigt. Das flhrt zu einer gestérten Signalweiterleitung und neurologischen

Ausfallerscheinungen [118].

1.3 Zielsetzung
1.3.1 Das humane 6sophageale Plattenepithelkarzinom

Um gegenlaufigen Prozesse, die sich aus der Wiederherstellung der mitochondrialen
oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) ergeben, und dadurch die Effizienz der
pharmakologischen Strategie fir die Behandlung von Krebsarten stéren, zu
untersuchen, wurde ein humanes 6sophageales Plattenepithelkarzinom (ESCC)-Model
gewahlt. Speiserohrenkrebs ist die sechsthaufigste krebsbedingte Todesursache
weltweit und stellt daher eine grolie globale gesundheitliche Herausforderung dar. Die
beiden wichtigsten Subtypen von Speiseréhrenkrebs sind das ESCC und das
Adenokarzinom der Speiseréhre (EAC), die epidemiologisch und biologisch
unterschiedlich sind. ESCC machen 70 % aller Falle von Speiserdhrenkrebs weltweit
aus und sind in Asien, Afrika und Stdamerika sehr verbreitet. Das EAC ist in den
Industrielandern, wie Amerika und Europa, haufiger anzutreffen als in den
Entwicklungslandern [119]. Eine Diagnose und Behandlung im friihen Stadium ohne
Lymphknotenbefall und Metastasierung kann haufig durch endoskopische und
chirurgische Resektion behandelt werden und prasentiert eine hohe 5-Jahres-
Uberlebensrate von 45,2 %. Kommt es zur Ausbreitung des Tumors Uber die
Lymphknoten bis zu distalen Metastasen, sinkt die Prognose rapide auf 25 %
beziehungsweise 15 % [120].

Solide Tumore, wie auch Osophaguskarzinome, haben eine erhohte HA-Produktion,
die eine tumorprotektive Wirkung hat [121, 122]. Das Osophagus-in-situ-Karzinom
exprimiert HA auch in den Zellschichten nahe der Luminaloberflache, in Regionen, die
normalerweise keine Expression zeigen. Im Laufe des Tumorwachstums steigt die HA-
Expression an und bleibt auch wahrend der Progression und Metastasierung bestehen.
Zusatzlich kann eine vermehrte HA-Konzentration im stromalen Gewebe gemessen

werden [123]. Friahere in vitro-Untersuchungen demonstrierten, dass ESCC-Zellen
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malfdgeblich von der HA-Synthese abhangig sind, um den proliferativen Phanotyp zu
erhalten [124].

DCA wurde bereits in mehreren Phase-I-Studien zur Beurteilung der Sicherheit und zur
Dokumentation eines moglichen Ansprechens auf die Behandlung bei fortgeschrittenen
soliden Tumoren untersucht. Die Behandlung zeigte aber aufgrund der
Nebenwirkungen oder der niedrigen Dosen keinen konsistenten Effekt auf
Tumorprogression und Krankheitsverlauf [110, 112]. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass solide Tumore in Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-Scans von
Patienten vermehrt Glukose aufnehmen [125]. Dies korreliert mit einer Akkumulation
des Glukose-Transporters, GLUT, die in vitro und in vivo beobachtet werden konnte
[126]. Zusétzlich sind in Osophaguskarzinom-Zellen die Zielstruktur des DCAs, PDK,
und das zentrale Enzym der Laktatproduktion in der Glykolyse, LDHA, erhoht. Beide
Enzyme wurden bereits als prognostischer Marker fir die Uberlebensprognose von
Patienten identifiziert [127-129].

Wichtig bei Untersuchungen zur Behandlung von Tumoren tber die Inhibition der EZM
ist die richtige Wahl des Versuchsmodells. Gewebe und Organe sind dreidimensional
(3D). Um ihre Entstehung, Funktion und Pathologie zu verstehen, werden jedoch oft
zweidimensionale (2D) Zellkulturanalysen oder Tiermodellsysteme verwendet. Arbeiten
in Standardzellkulturen haben viele wichtige konzeptionelle Fortschritte gebracht.
Dennoch kénnen sich Zellen, die in flachen 2D-Gewebekulturen geziichtet werden, in
ihnrer Morphologie, ihren Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und ihrer
Differenzierung von denen in physiologischeren 3D-Umgebungen erheblich
unterscheiden [130, 131]. In vitro-3D-Gewebemodelle bieten einen Ansatz, der die
Licke zwischen traditionellen Zellkultur- und Tiermodellen schliet [130]. So
prasentierten zum Beispiel Prostatakrebszellen, die in einer 3D-Kultur kultiviert wurden,
nachweisbare realistischere Tumoreigenschaften, einschliel3lich einer verbesserten
Tumorprogression und eines erhdhten metastatischen Potenzials als in 2D-Modellen
[132]. Ebenso demonstrierten Osteosarkomzellen unterschiedliche metabolische
Eigenschaften, wenn sie in einer Monoschicht oder als Tumorspheroide kultiviert
wurden [133]. Durch die Nachahmung von Merkmalen der in vivo-Umgebung und die
Nutzung der gleichen analytischen Methoden wie bei der Untersuchung von 2D-
Zellkulturen bieten diese 3D-Modelle einzigartige neue Perspektiven fir

Tumoranalysen.
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1.3.2 Verbindung von Metabolismus und Hyaluronsaure-Synthese

Einige Verbindungen zwischen dem Warburg-Effekt und der Hyaluronsaure-Synthese
in Krebszellen sind bereits bekannt. So zeigt sich bereits fruh in der Wundheilung,
wenn Blut und Sauerstoffversorgung abnehmen, ein ansteigender Laktatspiegel als
Endprodukt der Glykolyse ebenso wie eine erhdhte stromale Hyaluronsaure-
Konzentration [134]. Ebenso kann die gesteigerte Hyaluronsaure-Produktion der
stromalen Fibroblasten eine Reaktion auf die Krebszell-Laktat-Sekretion sein. Um dies
zu testen, wurden Fibroblasten in Gegenwart von Laktat kultiviert. Mit zunehmendem
Laktat wurden hohere Hyaluronsaure-Konzentrationen und ein Anstieg der CD44-
Expression in den Stromazellen gemessen [135]. Auch der HA-Rezeptor CD44 hat
eine enge Verbindung zum intrazelluldren Stoffwechsel. So wurde beobachtet, dass
CD44 direkt mit dem glykolytischen Phanotyp von Krebszellen korreliert und diesen
sogar verstarkt. Dabei konnte erhdhter CD44-Mangel den Stoffwechselfluss zur
mitochondrialen Atmung verschieben und dadurch gleichzeitig den Eintritt in die
Glykolyse hemmen. Wenn CD44 fehlt, erhéhen sich die Metaboliten der
mitochondrialen Respiration, wie Malat und Zitrat. Aus der vermehrten Aktivierung der
Mitochondrien resultiert eine Akkumulation der mitochondrialen ROS-Produktion.

Daher ware eine Inhibition dieses Rezeptors eine alternative Anti-Tumortherapie [136].

HA wird in der Zelle hauptsachlich aus den HA-Vorlaufern UDP-GIcUA und UDP-
GIcNAc synthetisiert, die in den ersten Schritten der Glykolyse aus Glukose entstehen
(1.1.2.1). So zeigte sich, dass die HA-Synthese einerseits von der Glukose-
Verflgbarkeit und -Aufnahme und andererseits von der Aktivitat anderer Glukose-
verbrauchender biochemischer Metabolisierungswege wie der Glykolyse abhangt [137-
139]. Eine Steigerung der UDP-GlcUA-Konzentration durch die Uberexpression von
UDP-Glc-Dehydrogenase erhdhen die HA-Produktion [50]. Die zellulare Menge von
UDP-GIcNAc ist in der Regel drei- bis siebenmal héher als der von UDP-GIcUA und
auch die Affinitat der HA-Synthasen ist deutlich héher zu UDP-GIcNAc [16]. Daher
reagieren Zellen leicht auf die Depletion von UDP-GIcNAc mit einer Hemmung der HA-
Synthese [140]. Auf die gleiche Weise wie die Reduktion des UDP-GIcNAc-Pools die
HA-Synthese hemmt, verhindert sie auch die HAS3-Lokalisierung in der
Plasmamembran. So reguliert der HA-Vorlauferpool die Verfiigbarkeit der HA-
Synthasen an der Plasmamembran. Zusammengefasst produzieren Zellen, die in

Abwesenheit von Glukose kultiviert werden, sehr wenig HA [138].

Eine Inhibition des Warburg-Effektes konnte als einen direkten Effekt auf die

Tumormatrix, oder noch spezifischer auf die Hyaluronsaure, haben. Eine
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Kombinationstherapie, die eine Hemmung beider tumorprotektiven Signalwege bewirkt,

koénnte also eine effektive Therapieoption darstellen.

1.3.3 Fragen und Ziele

Obwohl Voruntersuchungen zeigten, dass DCA das Wachstum bestimmter Tumore in
Tierversuchen und in Zellkulturen verlangsamen kann, wird DCA bisher nur in
klinischen Studien benutzt und ist fir den klinischen Einsatz noch nicht zugelassen
[109-111]. Die Effizienz leidet unter den auftretenden Nebeneffekten, die nur durch
Intervall- oder Niedrigdosierung verhindert werden kénnen. Tumorpatienten zeigten
jedoch in ersten klinischen Studien ein gutes Ansprechen auf die Behandlung mit DCA
und eine Kombination mit anderen Chemotherapeutika kdnnte DCA zu einer effektiven

Tumorbehandlung machen. Daher wurden die folgenden Ziele flr diese Arbeit definiert:

- Die Identifikation eines Resistenzmechanismus der Krebszellen, der die

Effektivitat von DCA hemmt.

- Die Analyse des mechanistischen Hintergrunds zwischen dem Resistenz-

mechanismus und der Wirkungsweise von DCA
- Die Untersuchung einer Kombinationstherapie von DCA und einem Inhibitor,
der den Resistenzmechanismus (EZM) hemmt, der die Wirkung von DCA

verstarkt und synergistisch wirkt.

- Der Vergleich der Effektivitdt der Kombinationsbehandlung in 2D- und 3D-

Zellkulturmodellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmittel

2.1.1 Substanzen

Substanzen wurden von der Firma Sigma-Aldrich erworben falls nicht anders

spezifiziert.

2.1.2 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Blot-System PerfectBlue Semi-Dry Peglab
Echtzeit Metabolismus
B Seahorse XFe96 Analyzer Agilent
Messgerat
. Applied
Echtzeit-PCR System StepOnePlus System _
Biosystems
mini-PROTEAN 3, PowerPac 200 .
Elektrophorese-System Bio-Rad
+ 300
Fluoreszenz-Scanner LI-COR Odyssey CLx LI-COR
Mikroskop, invers Axio Observer.Z1 Zeiss
Mikroplatten Microplate Reader SynergeTM
Bio-Tek
Spektrophotometer Mx
RNA-Spektrometer Nanodrop-1000 Peqlab

2.1.3 Hersteller

Tabelle 2: Herstellerverzeichnis

Hersteller Hauptsitz
Abcam Cambridge, UK
Analytik Jena Jena, Deutschland

Applied Biosystems Fostercity, CA, USA

Bio-Rad Hercules, CA, USA
BRAND Wertheim, Deutschland
Carl Roth Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA

Corgenix Medical Corporation Broomfield, CO, USA

DSMZ Braunschweig, Deutschland
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GE Healthcare Little Chalfont, UK
Graphpad Software La Jolla, CA, USA
Greiner BIO-ONE Frickenhausen, Deutschland
Leica Wetzlar, Deutschland
LI-COR Lincoln, NE, USA

Peqlab Erlangen, Deutschland
Promocell Heidelberg, Deutschland
Qiagen Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
Vector Laboratories Burlingame, CA, USA
VWR Chemicals Rador, PA, USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH Oberkochen, Deutschland

2.2 Zellkultur
2.21 Kultivierung

Humane ESCC-Zellen Kyse-410 (ACC 381, DSMZ) und humane dermale Fibroblasten
(NHDF)-Zellen (C-12300, Promocell) wurden fur alle Versuche verwendet. Die Zellen
wurden in RPMI 1640 GlutaMAX™ (Roswell Park Memorial Institute 164 Medium,
Thermo Fischer Scientific) oder DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo
Fischer Scientific) unter Zusatz von 10 % Kaélberserum (FCS) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (Thermo Fischer Scientific) bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.
Zum Passagieren wurden die Zellen mittels 0,5 % Trypsin/EDTA-L6sung (TE, Thermo

Fischer Scientific) abgeldst und in einer Dichte von 1x10° Zellen/75 cm? ausgesat.

2.2.2 Quantifizierung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Lebendzellzahl wurden die Zellen mittels TE abgel6st und in
Vollmedium aufgenommen. Anschlieend wurde die Suspension bei einer
Rotationsgeschwindigkeit (x g) von 300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und das
isolierte Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert. 10 ul der Zellsuspension wurden 1:1
mit 0,4 % Trypanblau (Thermo Fischer Scientific) verdinnt und die Zellzahl mittels
Countess-Zellzahler (Thermo Fischer Scientific) bestimmt. Zur Bestimmung der
Wachstumssrate wurden 5x10* KYSE-410 oder NHDF in eine 6-Loch-Zellkulturplatte
(Greiner BIO-ONE) ausgesat und taglich zeitgleich Uber einen Zeitraum von
72 Stunden (Std) quantifiziert.
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2.2.3 Spharoidbildung und Kultivierung

Neben der 2D-Zellkultivierung wurde auch ein 3D-Modell verwendet. Um Sphéaroide zu
bilden, wurden 2D-Kulturen analog zu 2.2.1 trypsiniert und anschlielend gezahlt. Je
5x10° KYSE-410-Zellen/Loch wurden mittels 200 pl RPMI Vollmedium in
adhasionsfreien 96-Loch-Platten (BRAND) kultiviert. Die Platte wurde fir 10 min bei
600 x g zentrifugiert und 4 Tage bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert, um eine stabile
sphéaroidale Struktur zu bilden. Ab Tag 4 wurde das Medium alle 3 Tage gewechselt,

wobei 180 pl Altmedium entnommen und durch frisches Medium ersetzt wurde.

2.2.4 Spharoidvolumenbestimmung

Um die Effektivitat der Behandlung der Spharoide zu bestimmen, wurden ab Tag 4 der
Kultivierung die 3D-Zellkulturen mittels Durchlichtmikroskopie dokumentiert. Dabei
wurde an Tag 0 (Tag 4 der Kultivierung), 3, 7 und 10 mittels 5x-Objektiv des Zeiss Axio
Observer Z.1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) Aufnahmen der Spharoide im
Durchlichtkanal gemacht. Der Durchmesser der 3D-Kulturen wurde mithilfe der
AxioVision Software Zen Version 6.1.7601 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) ermittelt.

Um das Volumen einer Kugel zu bestimmen, wurde die Formel V=1/6*m*d? verwendet.

2.2.5 Stimulation von 2D und 3D-Kulturen

Zur Untersuchung der Reaktion von KYSE-410- oder NHDF-Zellen auf die Behandlung
von DCA und 4-MU wurden die Zellen in einer Dichte von 5x10* Zellen/cm? in 6/12-
Loch-Zellkulturplatten ausgesat. Zur Zellzyklus-Synchronisierung wurde das
Vollmedium (10 % FCS) nach 24 Std durch RPMI/DMEM ohne FCS ersetzt. Nach
weiteren 24 Std wurden die Zellen mit DCA und 4-MU stimuliert. DCA wurde in einer
Konzentration von 10, 20 und 40 mM hinzugegeben, wobei 100 und 300 uM 4-MU
verwendet wurden. Die Zellen wurden entweder mit einer einzelnen Substanz oder
einer Kombination von beiden Uber 72 Std inkubiert und anschlieBend weiter

analysiert.

Neben der 2D-Zellkultur wurden auch die Spharoide mit beiden Substanzen behandelt.
Hierbei wurden die Spharoide nach dem beschriebenen Protokoll hergestellt und fur
4 Tage bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. An Tag 4 wurden die 3D-Kulturen entweder
mit Einzelsubstanzen (20 mM DCA oder 300 yM 4-MU) oder einer Kombination von
DCA und 4-MU (20 mM DCA und 300 yM 4-MU) stimuliert und Uber einen Zeitraum
von 10 Tagen beobachtet. Je Behandlungsgruppe wurden bis zu 24 Spharoide

angesetzt und analysiert.
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2.3 Biochemische Methoden
2.3.1 Western-Blot-Analyse

Zur Quantifizierung der phosphorylierten und dephosphorylierten Form des Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase-1 (PARP) Proteins als Marker der Apoptose oder zur Bestimmung
der Gesamtheit der O-GIlcNAcylierten Proteine in KYSE-410-Zellen wurden Western-
Blot-Analysen durchgefuhrt. Die ESCC-Zellen wurden kultiviert und mit DCA und/oder
4-MU stimuliert. Nach 72-stundiger Inkubationszeit wurden die Proben in RIPA-Puffer
(NaCl 150 mM; Tris-HCI 25 mM; NP40 1 %; Natriumdesoxycholat 1 %; Natriumfluorid
5 mM; PMSF 1 mM; Natriumorthovanadat 1 mM) aufgenommen und unter Zugabe von
Proteinase- und Phosphatase-Inhibitoren  lysiert. Ein  5-fach  Laemmli-B-
Mercaptoethanol-Puffer (Tris-HCI 100 mM; 25 % Glycerol; Mercaptoethanol 8 %; 5 %
SDS; Bromphenolblau 0,025 %) wurde zugegeben und die Lysate fir 10 min auf 95 °C
erhitzt. Die Proteine wurden mittels der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat
(sodium dodecyl sulfat, SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach ihrer
GrolRe getrennt. Hierfur wurde ein 5 %-Sammelgel und ein 8 %- oder 10 %-Trenngel
verwendet (genaue Zusammensetzung siehe Tabelle 3, 8 % fur O-GlcNAc und 10 %
fur PARP).

Tabelle 3: Zusammensetzung Sammel- und Trenngel

5 %-Sammelgel 8 %-Trenngel 10 %-Trenngel

Substanz
[ml] [mI] [ml]

H:0 3,263 3,970 4,300
40 % Acylamid 0,563 1,500 3,000
1 M TRIS/HCI (pH 6,5) 0,563 - -

1,5 M TRIS/HCI (pH 8,58) | - 1,875 2,500
10 % SDS 0,045 0,075 0,100
10 % APS 0,045 0,075 0,100
TEMED 0,005 0,005 0,006

Nach der Trennung der Proteine bei einer Spannung von 120 V wurden diese mittels der
halbtrockenen (semi-dry) Elektroblotting-Methode vom Acrylamid-Gel auf eine 0,2 ym Whatman
Nitrocellulose Membrane (GE Healthcare) Ubertragen. Die Membran wurde fiur 1 Stunde in
einer 5 %-Bovines-Serumalbumin (BSA)-Blockierldsung in TBS/T (Tris-puffered saline | Tween
20 (0,1 %)) blockiert, um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden. AnschlieRend
wurde diese mit einer 1:1000 Primarantikdrper-Verdinnung bei 4 °C uber Nacht inkubiert. Der
entsprechende Zweitantikbrper wurde zu 1:5000 in TBST/T verdinnt und fiur 1 Stunde bei
Raumtemperatur (RT) auf die Membran gegeben. Die genaue Auflistung der Antikorper ist in
Tabelle 4 und
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Tabelle 5 aufgefuhrt. Mittels des Odyssey infrared imaging system (LICOR

Biosciences) wurde die Membran gescannt, die Konzentration des Proteins bestimmt

und auf die Signalstarke des Tubulins normalisiert.

Tabelle 4: Erstantikorper und spezifische Bindeproteine

Katalog- Anwen-
Bezeichnung Spezies Hersteller
nummer dung
Thermo Fischer
EpCAM Maus MA5-12153 IC
Scientific
O-GIcNAc Maus ab2739 Abcam WB, IC
HAbP 385911 Calbiochem Ic
Cell Signaling
PARP Kaninchen 46D11 WB
Technology
p-Tubulin Maus T7816 Sigma Aldrich WB
IC = Immunzytochemie, WB = Western-Blot
Tabelle 5: Zweitantikorper
Bezeichnung Spezies Katalognummer Hersteller Anwendung
LICOR
Anti-Maus IRDye 680 | Ziege 926-32210 o WB
Bioscience
LICOR
Anti-Maus IRDye 800 | Ziege 926,68020 o WB
Bioscience
Anti-Kaninchen LICOR
Ziege 926-32211 WB
IRDye 680 Bioscience
Anti-Maus Alexa
Ziege A-11029 ThermoFischer | IC
Fluor 488
Anti-Kaninchen
Ziege A11034 ThermoFischer | IC
Alexa Fluor 488
Streptavidin-Cy3 - SA1010 Invitrogen IC

IC = Immunzytochemie, WB = Western-Blot
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Tabelle 6: Fluoreszenz-Farbstoff

Bezeichnung Katalognummer Hersteller Anwendung
Calcein AM 206700 Calbiochem LF
CellEvent Caspase-3/7 C10423 Life LF
GreenDetectionReagent Technologies

Ethidium Homodimer 46043 Sigma LF

Hoechst 33342 H3570 Invitrogen IC, LF

IC = Immunzytochemie, LF = Lebendzell-Farbung

2.3.2 Immunzytochemie

KYSE-410-Zellen wurden flr immunzytochemische Farbungen in 12-Lochplatten auf
Deckglasern ausgesat, kultiviert und stimuliert. Nach einer 72-stindigen
Inkubationszeit mit DCA und/oder 4-MU wurden die Zellen mit einer 37 °C warmen
Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS) gewaschen und anschlieRend flir 20 min bei
RT in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Fur die Hyaluronsaure-Bindeprotein (HAbP)-
Farbung wurde eine spezialisierte Fixierldésung verwendet: PBS mit 4 % PFA, 70 %
Ethanol und 0,5 % Essigsaure. Alle Farbungen wurden mittels einer 5 %-BSA-Lésung
fur 1 Stunde bei RT blockiert, um eine unspezifische Antikorperbindung zu reduzieren.
Fir die O-GIcNAc-Farbung wurden die Zellen gleichzeitig mit Triton X-100
permeabilisiert (O-GIcNAc Blockierldsung: PBS mit 10 % Ziegenserum, 0,3 M Glycin,
1% BSA und 0,1 % Triton X-100). Der Erstantikérper (siehe Tabelle 4) wurde Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert und durch den Zweitantikbper (siehe Tabelle 5) sichtbar
gemacht. Dafur wurden die Zellen 1 Stunde lang bei RT mit dem zweiten Antikérper
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Objekttrager mit VectorShield
(Vector Laboratories) eingedeckt und mittels Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH) mikroskopiert. Fir die Auswertung wurde die Software ImageJ
(Version 1.52) verwendet und die Intensitat pro Flache (IntDen) gemessen. Die IntDen

wurde dann auf die Anzahl der Zellkerne normalisiert.

2.3.3 HADbP-Immunaffinitats-Assay

Die Konzentration der Hyaluronsdure im Uberstand wurde mittels eines Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA)-ahnlichen immunoturbidimetrischen Hyaluronséure
Acid Test (Corgenix) nach Herstellerangaben ermittelt. Hierflir wurden 5x10* Zellen in
eine 12-Lochplatte ausgesat und fur 72 Std mit DCA und/oder 4-MU behandelt. Der
Uberstand wurde entnommen und bis zur Messung bei -20 °C gelagert. Die Zellen

wurden durch 0,1 M Natriumhydroxid-Lésung fir 15 min bei RT lysiert und
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anschlieRend wurde die Proteinkonzentration des Lysats bestimmt. Die ermittelte HA

im Uberstand wurde auf die Proteinkonzentration normalisiert.

2.3.4 Glukose-6-Phosphat-Bestimmung

Die Glukose-6-Phosphat (G-6-P)-Konzentration von KYSE-410-Zellen wurde mittels
eines kolorimetrischen Assay Kits (MAKO14) vermessen. Die Zellen wurden nach
dreitagiger Stimulation mit Einzel- oder Kombitherapien in 300 pl eiskaltem PBS
homogenisiert und daraufhin fir 10 min bei 13.000 x g zentrifugiert. 50 ul des Lysats
wurden nach Herstelleranleitung analysiert. Die Absorption wurde bei einer
Wellenlange von 450 nm mittels des Mikroplatten-Spektrophotometers (Bio Tek)
gemessen und mithilfe einer Standardkurve (0-10 nmol) konnte die intrazellulare
G-6-P-Konzentration berechnet werden. Normalisiert wurden die errechneten Werte

auf die gemessene Gesamt-Proteinkonzentration der Zellen.

2.3.5 Acetyl-CoA-Bestimmung

Ein kolorimetrisches Acetyl-Koenzym-A-Assay-Kit (MAK034) wurde verwendet, um die
intrazellulare Konzentration von Acetyl-CoA in KYSE-410-Zellen zu quantifizieren. Wie
zuvor bei der G-6-P-Bestimmung wurden die Zellen in PBS aufgenommen und lysiert.
Die Proben wurden nach Herstellervorgaben analysiert und anschlieend zur
Proteinkonzentration normalisiert. Der chemische Inhibitor SB-204990 hemmt die ATP-
Zitrat-Lyase (ACL), die das zytosolische Zitrat zu Acetyl-CoA umwandelt, und wurde
hier als negative Kontrolle fur die Acetyl-CoA-Messung verwendet [141]. Die Zellen
wurden mit 30 uM Inhibitor SB-204990 in Kombination mit 40 mM DCA fir 72 Std

inkubiert und die intrazellulare Fraktion analysiert.

2.3.6 UDP-Zucker-Extraktion

1x106 KYSE-410-Zellen wurden in einer T175-Flasche ausgesat und nach
Standardprotokoll stimuliert und inkubiert. Nach 72 Std wurde das Medium verworfen
und die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 5 ml eiskalte PBS
auf die Zellen gegeben, die mit einem Gummischaber vom Flaschenboden geldst
wurden. Die Zelllésung wurde dann fur 5 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert und die
Zellen in 1 ml Ethanol (75 %) aufgenommen. Mittels Ultraschall-Sonifikation wurden die
Zellen aufgeschlossen und daraufhin fr 10 min bei 16.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
50 pl des Zelllysats wurden isoliert und fir eine DNA-Quantifikation genutzt. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand zur weiteren Analyse gefriergetrocknet und
bei -80 °C gelagert. Envi-Carb (#34998, SUPELCO)-Saulen wurden zur Extraktion der

UDP-Zucker aus dem Zelllysat verwendet. Die Saulen wurden vorab mit 1 ml 80 %
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Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsaure und Ulfrapure destilliertem Wasser (MilliQ) bei je
100 x g fur 30 s gewaschen. Die getrockneten Proben wurden in 2 ml 10 mM
Ammonium-Bikarbonat-Puffer rekonstituiert und auf die Sdulen geladen. Nach einem
10-mindtigen Zentrifugationschritt bei 20 x g wurden die Saulen mit je 700 pl MilliQ, 80
% Acetonitril und 50 mM Triethylammonium Acetat (TEAA, pH 7) bei 100 x g fir 1 min
gespllt. Die isolierten UDP-Zucker wurden mittels 1 ml 25 % Acetonitiril in 50 mM
TEAA bei 100 x g fur 5 min eluiert anschlieRend gefriergetrocknet und bei -80 °C bis

zur weiteren Analyse gelagert.

2.3.7 Fluorophor-assistierte-Kohlenhydrat-Elektrophorese

Die zuvor isolierten UDP-Zucker wurden dann nach Barnes [142] durch eine
Fluorophor-assistierte-Kohlenhydrat-Elektrophorese (FACE) mittels des Fluoreszenz-
farbstoffes 2-Aminoacridon (AMAC) quantifiziert. Um die einzelnen Banden den
richtigen Zuckern zuzuordnen, wurde eine Standardmischung hergestellt aus einer
Kombination von 1 ug/ml je GalNAc und GIcNAc, 6 ug/ml Glukose und 3ug/ml GIcUA.
Sowohl einzelne Substanzen als auch die Mischung aller Standards wurden zeitgleich
mit den Proben analysiert. Die Aufnahmen wurden mittels UVP ChemStudio (Analytik
Jena) Bildgebungssystem angefertigt und daraufhin die Signalstarke mit der Software
Vision Works (Analytik Jena) quantifiziert. Die Ergebnisse wurden auf die DNA-
Konzentration der jeweiligen Proben normalisiert, die mit dem Quant-iT PicoGreen

dsDNA Assay Kit (Invitrogen) bestimmt wurde.

2.3.8 Spharoid-Farbungen
2.3.8.1 Lebendzell-Toxizitatsanalyse

Die 3D-Kulturen wurden analog zu 2.2.3 etabliert und stimuliert. Nach 10-tagiger
Inkubation mit DCA und/oder 4-MU oder siRNA wurden die Spharoide mit einer
Mischung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe, wie von Sirenko beschrieben [143], gefarbt.
Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurden die 3D-Kulturen mit 2 yM
Calcein AM (Invitrogen; Proliferationsmarker) und 3 yM Ethidium Homodimer-1 (EthD)
(Invitrogen; Zelltodmarker) inkubiert. Zur Identifizierung apoptotischer Zellen wurde der
Farbstoff CellEvent™ Caspase-3/7 Green (7,5 uM; Invitrogen) verwendet (Tabelle 6).
Zusatzlich wurden alle Sphéaroide mit 33 uM Hoechst 33342 (Life Technologies)
gegengefarbt. Alle Farbstoffe wurden in PBS auf die gewinschte Konzentration
verdinnt und je 100 pl auf eine 3D-Kultur gegeben. Die Zellen wurden dann fir 3 Std
im Dunkeln bei 4 °C inkubiert und anschlielfend mit dem Axio Observer.Z1

mikroskopiert.
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2.3.8.2 Fluoreszenzfarbung von Hyaluronsaure in Spharoiden

10 Tage alte Spharoide wurden fir eine Stunde mit 4 % PFA fixiert und anschliel3end
in eine 1,2 % Agarose-destilliertes Wasser-Mischung gegeben. Uberschiissige
Agarose wurde nach dem Ausharten mit einem Skalpell entfernt und die Blécke mit
dem enthaltenen Mikrogewebe mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.
AnschlieBend wurden diese in Paraffinwachs eingebettet und mithilfe eines
Rotationsmikrotoms (Leica) in 5 um Schnitte geschnitten. Die HA-Konzentration der
Schnitte wurde mittels HAbP bestimmt. Daflir wurden die zu farbenden Schnitte mittels
dreifacher 15-minttiger Roticlear (Carl Roth)-Inkubation und anschlieBend mit einer
absteigenden Ethanol-Reihe (Absolut, 96 %, 70 %; VWR) entparaffiniert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden vorhandene Biotin-Strukturen mit einem Avidin/Biotin-
Block Kit (Thermo Fischer) nach Herstellerangaben blockiert. Zusatzliche wurden
unspezifische Bindungsstellen mit einer 10 % FCS und 2 % BSA-Ldsung fur 1 Stunde
bei RT blockiert. Zur Detektion der ESCC wurde ein Antikdrper gegen das epitheliale
Zelladhasionsmolekul (EpCAM, siehe

Tabelle 4) verwendet und zusammen mit HAbP in einer Verdinnung von je 1:200 in 1
% BSA in PBS Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschliel3end
wurde mittels Alexa Fluor 488 und Streptavidin-Cy3 (siehe

Tabelle 5) in einer 1:200-Verdinnung in PBS fur 1 Stunde bei RT angefarbt. Zusatzlich
wurden alle Schnitte mit Hoechst 33342 gegengefarbt, mit VectorShield eingedeckt
und mittels Axio Observer.Z1 mikroskopiert. Die Intensitat pro Flache (IntDen) wurde

gemessen, auf die Zellkernzahl normalisiert und relativ zur Kontrolle angegeben.

2.3.9 Saure Phosphatase-Bestimmung

Die saure Phosphatase (APH)-Analyse misst die Zellvitalitdt, indem die zytosolische
Phosphatase Aktivitat gemessen wird [144]. Die Hydrolyse von p-Nitrophenyl-Phosphat
zu p-Nitrophenol wird durch intrazellulare Phosphatase in lebenden Zellen katalysiert.
Die Absorption bei 405 nm ist direkt proportional zu der Anzahl an funktionellen Zellen.
Die APH-Bestimmung kann bei 2D- und auch 3D-Kulturen verwendet werden. Nach
der abschlielienden Volumenbestimmung nach 10-tdgiger Behandlung wurden je 16
3D-Kulturen mittels dieser Analyse untersucht. Daflr wurde die 96-Lochplatte flr
10 min bei 400 x g und RT zentrifugiert und anschliefend mit PBS gewaschen. Dabei
wurden 160 pl des Uberstandes verworfen und durch dieselbe Menge PBS ersetzt. Der

Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und das Volumen des Uberstandes auf 100 l
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verringert. Daraufhin wurden 100 pl des APH-Assay-Puffers (0,1 M Natriumazetat und
0,1 % Triton X-100 in destilliertem Wasser) in jedes Loch zugegeben und fir 90 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pl einer 1 M NaOH-LAsung hinzugefugt,
gemischt und nach 10 min die Absorption bei 405 nm mithilfe des Mikroplatten-

Spektrophotometers (Bio-Tek) gemessen.

2.3.10 Proteinbestimmung der Zelllysate

Fir eine Proteinbestimmung wurden die Zellen in eiskaltem PBS lysiert und deren
Proteinkonzentration mittels Farbumschlag von Bicinchoninsdure (BCA) mit einem
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben
bestimmt. Als Referenzsubstanz wurde ein BSA Standard (2 mg/ml) verwendet und in
einer Standardreihe von 25 bis 2.000 ug/ml vermessen. Je 25 ul des Standards oder
des Zelllysats wurden mit 200 ul einer Messlosung (50:1 Reagenz A zu B) in einer
96-Lochplatte vermischt. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C wurde die Absorption

mittels des Mikroplatten-Spektrophotometers analysiert.

2.4 Molekularbiologische Techniken
241 Genexpressionsanalyse
2411 RNA-Isolation und reverse Transkription

Die Gesamt-RNA der Zellen wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert [145].
Dazu wurden die Zellen in 1 ml PeqGOLD TriFast™ (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
lysiert und Uber Nacht bei 20 °C gelagert. Die Proben wurden am Folgetag aufgetaut
und anschlieRend mit 200 pl Chloroform (VWR Chemicals) versetzt. Nach einer
10-minltigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde die obere wassrige
Phase enthommen und zu gleichen Teilen mit 2-Propanol (VWR Chemicals) vermengt.
Die RNA wurde Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Diese wurde durch eine Zentrifugation
bei 4 °C und 13.000 x g fir mindestens 45 min sedimentiert. Das entstandene Pellet
wurde mit 75 % (V/V) Ethanol (VWR Chemicals) gewaschen, getrocknet und in 20 pl
RNAse-freiem Wasser (Qiagen) gelost. Die RNA-Konzentration wurde mittels
NanoDrop 1000 Spektophotometer (Thermo Scientific) bei 260 nm bestimmt. 1 ug der
isolierten RNA wurde durch reverse Transkription mithilfe des QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben zu complementary DNA (cDNA)

umgeschrieben.
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2.41.2 Quantitative Realtime-PCR

Die hergestellte cDNA wurde mittels quantitative Realtime-polymerase chain reaction
(qPCR) im Applied Biosystems 7300 Real-Time-PCR System (Applied Biosystems)
und dem StepOnePlus™ Real-Time-PCR System (Life Technologies) quantifiziert. Es
wurde der Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) entsprechend

Herstellerprotokoll verwendet und mit dem folgenden Programm analysiert:

50 °C 2 min

95 °C 2 min

95 °C 15s

60 °C 30s 40 Zyklen
72 °C 15s

60 °C 1 min

Die zu identifizierenden-Sequenzen wurden mit den in Tabelle 7 genannten Primern

erkannt und in Dublikaten vermessen.

Tabelle 7: qPCR Primer Sequenzen

Gene Vorwarts-Primer Riickwarts-Primer

HAS1 5-TTCTTCAGTCTGGACTATA-TTGGGA-3'  5-CCTGATCACACAGTAGAAATGG-3'
HAS2 5-GTGGGGAAGAATCAAACATTTAAGA-3  5-AATGCATCTTGTTCAGCTC-TTG-3'
HAS3 5'-GGAGGAGGATCCCCAAGTAG-3' 5-CTGCTC-AGGAAGGAAATCCA-3’
HYALA1 5-CCAAGGAATCATGTCAGGCCATCAA-3' | 5-CCCACTGGTCACGTTCAGG-3’
HYAL2 @ 5-GGCTTAGTGAGATGGACCTC-3' 5-CCGTGTCAGGTAATCTTTGAG-3'
RHAMM  5-GAATTTGAGAATTCTAAGCTTG-3' 5'-CCATCATACCCCTCATCTTTGTT-3
CD44 5-GCTATTGAAAGCCTTGCAGAG-3’ 5'-CGCAGATCGATTTGAATATAACC-3'
LDHA 5-TTCAGCCCGATTCCGTTACC-3’ 5-GGGTGCAGAGTCTTCAGAGAG-3'
PDK1 5-ACCAAGACCTCGTGTTGAGAC-3’ 5-TGCATCTGTCCCGTAACCCT-3'

Die Genexpression wurde anhand der erhaltenen Schwellenwerte (Cr) mittels der
AACt-Methode relativ zur endogenen Kontrolle berechnet. Die Durchfihrung der gPCR
wurde unter anderem von Herrn Dr. Oliver Reiners ausgefihrt [146].

2.4.2 Interferenz-RNA

Um die Expression bestimmter Gene zu hemmen, wurden KYSE-410-Zellen mit siRNA
transfiziert. Diese siRNA war gegen HAS3, CD44 oder RHAMM gerichtet, deren
genaue Transkript-Varianten sind Hierfir wurde das
Transfektion mit Lipofectamine RNAIMAX (Life

Technologies) modifiziert. 12 pmol siRNA (2 uM, FlexiTube, Qiagen) und 2 pl der

in Tabelle 8 zu finden.

herstellereigene Protokoll der
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Lipofectamine-RNAIMAX-Lésung wurden in einer 12-Loch-Zellkulturplatte in 200 ul
antibiotika- und serumfreies Medium gegeben. Danach wurden jeweils 1x10* KYSE-
410 in 1 ml serumhaltiges Medium hinzugegeben und bei Standardkonditionen
kultiviert. Die Effizienz der Gen-Inhibition wurde nach 72-stindiger Inkubationszeit

mittels gPCR verifiziert.

Tabelle 8: siRNA

Ziel-Gen Transkript-Varianten (Bezeichnung, Nr.) = Qiagen-Bestellnummer
Kontrolle - S103650318
HAS3 NM_001199280, NM_005329 S100433895
CD44 NM_001202555, NM_001202556 S100299705
RHAMM NM_001142556, NM_001142557 S102653196

2.4.3 Quantifizierung der Glykolyse und von Zitrat-Zyklus-Metaboliten
mittels High-Performance Liquid Chromatographie

2431 Proben-Aufbereitung fiur HPLC

1x10° KYSE-410-Zellen wurden in eine 6-Lochplatte ausgesat und nach
Standardprotokoll stimuliert. Nach 3-tagiger Inkubation mit DCA und/oder 4-MU wurden
die Zellen fur die intrazellulare Metabolitanalyse geerntet. Hierfur wurden die Zellen
nach Standardprozedere mit TE abgeldst und die Zellzahl mittels Neubauerzahl-
kammern (BRAND) bestimmt. Je 7x10° KYSE-410 jeder Probe wurden fiir die
Messung enthommen und alle auf ein Gesamtvolumen von 1 ml mit Vollmedium
gebracht. Nach einer Zentrifugation bei 300 x g fiir 5 min wurden die Zellen mit warmen
(37 °C) PBS gewaschen und nach erneuter Zentrifugation mit 100 pl High-Performance
Liquid Chromatographie (HPLC)-Lysepuffer (1 mM CaCl,, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-
100, 10 mM Tris pH 7.5) versetzt. Die Suspension wurde durch mehrmaliges Auf-und-
Ab-Pipettieren vermischt und anschlielend fir 20 min auf Eis inkubiert. Die ungeldsten
Zellfragmente wurden durch Zentrifugation bei 14.000 x g und 4 °C fur 10 min pelettiert
und der entstandene Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uUberfihrt. Mithilfe von
Perchlorsaure (PCA; VWR) wurden die Proben deproteinisiert, indem zu den 100 pl
Zelllysat 250 pl eiskalte 10 %ige PCA-Ldsung gegeben wurde. Nach einmindtigem
Vortexen und 10-minutiger Inkubation auf Eis wurden die Proteine als weil3er Feststoff
ausgefallt. Dieser Feststoff wurde durch Zentrifugation bei 14.000 x g und 4 °C fir
20 min isoliert und der Uberstand fiir die HPLC-Messung isoliert. Fiir die extrazellulare
Metabolitmessung wurden 100 yl des Wachstumsmediums vor der Zellernte aus der
6-Lochplatte entnommen und ausschlieBlich deproteinisiert und analysiert. Je 100 ul

der aufgereinigten Proben wurden fiir eine Messung in die HPLC injiziert.
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24.3.2 HPLC Durchfiuhrung

Die Messung der extra- und intrazellularen Metaboliten mittels HPLC erfolgte wie durch
Shurubor beschrieben [147] und wurde an das Model angepasst. Zur Analyse wurde
ein HPLC UV/NVIS (Thermo Fisher) mit einer C18-Saule (250 x 4,5mm, 4 mm
PartikelgroRe; Macherey-Nagel) bei RT genutzt. Hierbei wurde ein 20 mM Kalium-
Phosphat-Puffer mit einer Flussrate von 0,9 ml/min verwendet. Die Absorption der
Metaboliten wurde mit dem UV/VIS-Detektor bei 210 nm gemessen. Intrazellular
wurden die Metaboliten Pyruvat, Laktat und Malat vermessen, zusatzlich wurde die
Laktatkonzentration in der extrazellularen Fraktion bestimmt. Mittels Standard-
substanzen der einzelnen Metaboliten konnte eine jeweilige Messsensitivitat (siehe

Tabelle 9) bestimmt werden.

Tabelle 9: Messbereiche der Metaboliten mittels HPLC

Standardsubstanz Untere Messgrenze Obere Messgrenze
Pyruvat 10 uM 400 uM

Laktat 500 uM 8 mM

Malat 100 uM 2mM

2.4.4 Lebendzell-Metabolismus-Messung mittels Seahorse XFe96

Mittels Seahorse XFe96 (Agilent Technologies) wurde der Metabolismus von
Lebendzellen anhand von Sauerstoffverbrauchsmessungen (Oxygen consumption rate
(OCR)) und extrazellularen pH-Wert Messungen (extracellular acidification rate
(ECAR)) analysiert. Dafiir wurden am Tag vor der Messung 12x10® KYSE-410-Zellen
in XFe96-Lochplatten (Agilent Technologies) im Standard Zellkulturmedium ausgesat.
Am Tag der Analyse wurde das Medium gegen ein nicht gepuffertes RPMI-1940-
Medium (Agilent Technologies) ausgetauscht, das mit 10 mM Glukose, 100 mM
Pyruvat, 2 mM Glutamin und 50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-
Ethansulfonsaure (HEPES) Puffer supplementiert wurde. Die Zellen wurden in diesem
Medium fir 1 Std bei 37 °C ohne Zugabe von CO; inkubiert und anschlielend mit dem
Seahorse XF Mito Stress Test Kit, Glycolysis-Rate-Assay Kit und dem Mito-Fuel-Flex-
Test (Agilent Technologies) untersucht. Um die unmittelbare metabolische Reaktion
der Zellen auf die Stimulation mit 20 mM DCA und/oder 300 uM 4-MU zu untersuchen,
wurden die Substanzen durch das XFe96-Analysegerat nach 15-minltiger
Basalmessung injiziert und fur 35 min inkubiert und anschliefend das

Standardprotokoll der jeweiligen Kits gestartet.
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2441 Mito-Stress-Test

Mithilfe des Seahorse XF Mito Stress Test Kits (Agilent Technologies) wurde die
mitochondriale Funktion unter dem Einfluss von DCA und/oder 4-MU im Detail
untersucht. Die Messung der Oxygen consumption rate (OCR) gibt dabei Aufschluss
Uber die basale Respiration, ATP-abhangige Respiration, Uber Protonen-Lecks,
maximale Respiration, Uberschusskapazitat und nicht-mitochondriale-Respiration.
Zunachst wurde eine Basalmessung der unstimulierten Zellen fir 15 min durchgefihrt
und anschlielRend die Therapeutika injiziert und OCR Uber 35 min aufgezeichnet (siehe
Abbildung 1). Nach dieser Inkubationzeit wurden die Zellen mit 1 uM Oligomycin,
einem ATP-Synthase (Komplex V)-Inhibitor, behandelt und die OCR fir 20 min
detektiert. Durch Oligomycin kann die basale ATP-Konzentration in mitochondriale und
nicht-mitochondriale Respiration unterteilt werden. Daraufhin wurden 0,5 uM Carbonyl!
cyanide-4  (trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) zugegeben und der
Sauerstoffgehalt fiur 20 min gemessen. FCCP lasst den Protonengradienten der
Mitochondrien kollabieren und deren inhibierendes Potenzial auf die Elektronen-
Transportkette wird aufgehoben. Es kommt so zu einer groRtmaoglichen
mitochondrialen Respiration. Aus der Differenz der maximalen und basalen Respiration
kann die Uberschusskapazitéat berechnet werden. SchlieRlich wird die gesamte
mitochondriale Atmung durch die Inhibition von Komplex | und Ill gestoppt. Dies
geschieht durch den Einsatz von 0,5 uyM Rotenon und Antimycin A. Nach der
vergangenen Injektion wird der Sauerstoffverbrauch tGber weitere 20 min detektiert und
die einzelnen Messungen mittels der Wave Software (Version 2.4.0; Agilent

Technologies) ausgewertet.
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Abbildung 1: Mitochondriale Respirationsbestimmung mittels Seahorse

(angelehnt an Agilent Technologies, Inc. 2018 [148])

38



Material und Methoden

2442 Glycolysis-Rate-Assay

Um den Anteil an glykolytischer Energieproduktion zu bestimmen, wurde ein Glycolysis
Rate Assay Kit (Agilent Technologies) verwendet. Wie oben beschrieben wurde die
OCR und die ECAR gemessen und daraus die glykolytische Protonen Efflux Rate
(glykoPER) errechnet. Diese Rate beschreibt, wie viele Protonen durch die Glykolyse
in das umliegende Medium ausgestoRen werden. Die Messung wurde, wie im Mito
Stress Test mit einer basalen Bestimmung begonnen, anschlieliend mit DCA und/oder
4-MU stimuliert und weitere 35 min detektiert (siehe Abbildung 2). Um die
mitochondriale Respiration zu eliminieren, wurden erneut 0,5 uM Elektronen-
transportketten-Inhibitoren Rotenon und Antimycin A verwendet. Das Uberschissige
Pyruvat, das nun nicht mehr in den Mitochondrien verwendet wird, kann jetzt in der
Glykolyse verbrannt werden. Es gibt dadurch Aufschluss Uber die kompensatorische
Kapazitat der Zellen, ATP Uber die Glykolyse herzustellen. 50 mM 2-Deoxy-D-Glukose
(2-DG), ein Glukoseanalogon, wurde auf die Zellen gegeben, um die Hexokinase
kompetitiv zu hemmen und damit zu verifizieren, dass die gemessene Respiration

ausschlieBlich glykolytischen Ursprungs ist.
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Abbildung 2: Glykolyse-Bestimmung mittels Seahorse
(angelehnt an Agilent Technologies, Inc. 2018 [149])

2.4.5 Ermittlung des Kombinationsindexes

Um eine mogliche synergistische Wirkungsweise von DCA und 4-MU zu untersuchen,
wurde eine Methode nach Chou verwendet [150]. Zur Errechnung der Dosis-
Wirkungskurven wurden die Zellen 3 Tage stimuliert und anschliellend gezahlt.

Folgende Konzentrationen von DCA und 4-MU wurden hierfir verwendet:
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DCA: 10, 20, 40 mM
4-MU: 100, 300, 500 uM

Kombination: 100 uM 4-MU + 10 mM DCA, 100 uM 4-MU + 20 mM DCA, 100 uM 4-
MU + 40 mM DCA, 300 uM 4-MU + 10 mM DCA, 300 uM 4-MU + 20 mM DCA, 300 uM
4-MU + 40 mM DCA

Mithilfe der CompuSyn-Software [151] wurde der Effekt der Behandlung relativ zur
Kontrolle ausgewertet und zur Berechnung des Kombinationsindexes (ClI)

herangezogen.
CI = (Dkombi pca/ Dmono pca) + ((Dkombi 4-mu / Dmono 4-mu)

(Dosis Kombination DCA / Dosis fir den gleichen Effekt bendtigte Monotherapie
DCA) + (Dosis Kombination 4-MU / Dosis fur den gleichen Effekt bendétigte
Monotherapie 4-MU)

Nach Chou werden Cl-Werte von <0,9 als synergistisch bewertet - mit einer Abstufung
von geringem (0,9-0,85), moderatem (0,85-0,7), starkem (0,7-0,3) und sehr starkem
(0,3-0,1) Synergismus. Werte zwischen 0,9 und 1,1 beschreiben einen additiven Effekt,

und antagonistische Interaktionen zeigen einen Cl Wert > 1,10.

2.5 Statistik

Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software)
durchgeflhrt und dargestellt. Sofern nicht anders beschrieben, wurden Datensatze mit
ausschliel8lich zwei Gruppen mittels t-Test analysiert. Datensatze aus mehr als zwei
Gruppen wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) und nachgeschaltetem post hoc
Test nach Tukey’'s multiple comparison analysiert. Alle Daten wurden als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05

wurde als statistisch signifikant angenommen
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf die Identifizierung von neuen synergistischen
Strategien, um die Wirksamkeit von metabolischen Krebstherapien zu verbessern.
Dabei wurde das Medikament DCA als zentraler Ansatz gewahlt, da es als
Angriffspunkt den aeroben glykolytischen Stoffwechsel in Krebszellen nutzt. Das
Osophaguskarzinom wurde hier als Modelltumorentitdt gewahlt, da bis heute nur
wenige effiziente Behandlungsstrategien existieren [152]. In frlheren Untersuchungen
wurde bereits HA in der Tumormikroumgebung als zentralen Faktor fir die

Tumorprogression in Osophagus-Plattenkarzinomzellen identifiziert [124, 153].

3.1 DCA stimuliert die Hyaluronsaurematrix in ESCC-Zellen
auf Produkt- und Transkriptionsebene

Als Voraussetzung fur weitere Untersuchungen wurde zunéachst der Einfluss einer
DCA-Behandlung auf das HA-Matrixsystem untersucht. So wurde der extra- und
perizellulare HA-Gehalt quantifiziert und die transkriptionelle Regulation von
Schlisselgenen des HA-Matrixsystems in der ESCC-Zelllinie KYSE-410 als Reaktion
auf DCA bestimmt.

3.1.1 Eine DCA-Behandlung von ESCCs fiihrt zu einem Anstieg der peri-

und extrazellularen HA-Konzentration

Auf  Produktebene wurde die HA-Konzentration mittels ELISA-ahnlicher
Immunaffinitatsmessung und HAbP-affinitatshistologischer Farbung ermittelt (0). Durch
die Inkubation der ESCCs mit DCA kam es zu einem dosisabhangigen Anstieg der HA-
Menge im Uberstand (Abbildung 3A), wobei erst eine DCA-Konzentration von 20 mM
zu einer signifikanten Erhéhung flhrte. Die perizellulare HA-Fraktion wurde mittels
einer Farbung durch HAbP dargestellt (Abbildung 3B). Diese Versuche verifizierten die
Ergebnisse der ELISA-Messung, wobei die perizellulare HA-Konzentration einen

deutlicheren Anstieg zeigte als die HA-Menge im Uberstand.
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Abbildung 3: DCA erhéht die HA-Konzentration im Uberstand und in der perizelluldren
Matrix

A Die HA-Konzentration wurde im Uberstand mittels ELISA-&hnlicher Immunaffinitatsmessung
nach 72-stiindiger DCA-Behandlung mit 10, 20 und 40 mM gemessen. (n=6) B, C Die HAbP-
Farbung diente zur Ermittlung der HA in der perizellularen Matrix (rot). Die Intensitat wurde zur
Zellzahl (blau, Hoechst) normalisiert (n=7, jedes n stellt eine gepoolte Analyse von 5 Replikaten
dar). C Reprasentative Bilder nach 72-stiindiger Inkubation, Mafstabsbalken: 100 pm.
Mittelwerte £ SEM, one-way ANOVA, **p<0,01, ***p<0,005, ****p<0,001 [154].

3.1.2 DCA erhoht die Transkription HA-assoziierter Gene

Um den Effekt von DCA auf die HA-assoziierten Gene zu untersuchen, wurden die
behandelten Zellen mittels qPCR auf die zentralen Gene des HA-Signalweges
analysiert. Es konnte eine bis zu dreifache Erhdhung der beiden exprimierten HA-
Synthasen (HAS2,3) nach DCA-Stimulation gemessen werden (Abbildung 4A). Die HA-
Degradierungsproteine (HYAL1,2) wiesen einen dosisabhdngigen Anstieg auf, der
jedoch erst bei den hdheren DCA-Dosen signifikant wurde (Abbildung 4B). RHAMM
und CD44 sind HA-Rezeptoren, die bereits in friheren Arbeiten in enger Beziehung zu
Tumorprogression und Prognose in Verbindung gebracht wurden [155]. Beide

Rezeptoren wurden durch eine DCA-Inkubation bis zu drei- bzw. vierfach erhdht.
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Abbildung 4: Die HA-Synthasen, Hyaluronidasen und HA-Rezeptoren werden auf
Transkript-Ebene durch eine DCA-Behandlung hochreguliert

Die mRNA-Konzentration von A HAS2 und 3, B HYAL1 und 2 und C RHAMM und CD44 wurde
mittels gPCR in ESCCs gemessen. Zuvor wurden die Zellen mit 10, 20 oder 40 mM DCA uber
72 Std behandelt. Mittelwerte £+ SEM, n=7, one-way ANOVA, *p<0,05, ***p<0,005, ****p<0,001
[154].

3.1.3 Die HA-Synthese wird durch 4-MU gehemmt

4-MU ist eine Substanz, die die Hyaluronsaure-Synthese kompetitiv hemmt [49]. Um
den Effekt von 4-MU auf die HA-Synthese in ESCCs nachzuweisen, wurde die HA-
Konzentration erneut im Uberstand (Abbildung 5A) und in der perizelluldren Matrix
(Abbildung 5B) gemessen. Dabei konnte in beiden Versuchen jeweils eine Reduktion

von ca. 50 % beobachtet werden.
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Abbildung 5: 4-MU inhibiert die HA-Synthese

A Die HA-Konzentration wurde im Uberstand mittels ELISA-&hnlicher Immunaffinitatsmessung
nach Behandlung mit 300 uM 4-MU gemessen. (n=3) B Die HAbP-Farbung dient der Ermittlung
der HA-Menge in der perizellularen Matrix (rot). Die Intensitat wurde zur Zellzahl (blau, Hoechst)
normalisiert (n=7, jedes n stellt eine gepoolte Analyse von 5 Replikaten dar). Es werden
reprasentative Bilder gezeigt, Mastabsbalken: 100 uym. Mittelwerte + SEM, one-way ANOVA,
***p<0,005, ****p<0,001.

3.2 DCA schaltet die Tumorzellen auf mitochondriale
oxidative Phosphorylierung um

Um den zugrunde liegenden Mechanismus der erhdhten HA-Synthese unter DCA-
Behandlung zu identifizieren, wurden zunachst die Auswirkungen von DCA auf die

aerobe Glykolyse und die ATP-Produktion validiert.

3.2.1 DCA reduziert dosisabhangig die zellulare Glykolyse-Aktivitat

Mittels Seahorse XFe96 wurde eine Echtzeit-Metabolismus-Analyse durchgefihrt
(2.4.4). Eine einheitliche Zellzahl von ESCCs wurde in die Lochplatte ausgesat und die
basale Glykolyse-Aktivitat ermittelt (Abbildung 6). AnschlieRend wurde DCA in
unterschiedlichen Konzentrationen (10, 20 oder 40 mM) injiziert und fir 25 min
inkubiert. Die anschliefende Messung der Glykolyse-Aktivitat wies eine signifikante

und dosisabhangige Reduktion auf.
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Abbildung 6: Die Glykolyse in ESCC wird durch DCA gehemmt.

Die Echtzeit-Stoffwechsel-Analyse durch das Seahorse XFe96 mit dem Glykolyse Rate Assay
Kit wurde verwendet, um die akute Reaktion von KYSE-410-Zellen auf eine DCA-Stimulation zu
messen. Der Wert glykoPER gibt an, wie viele Protonen in das umliegende Medium
ausgestolRen werden und ist damit ein Mal3 fur die Glykolyse-Aktivitat der Zellen. A Die basale
Glykolyse-Aktivitat wurde in den ersten 15 min vermessen und danach die jeweilige DCA-
Konzentration (10, 20 oder 40 mM) injiziert. Die dadurch veranderte Glykolyse wurde dann nach
weiteren 25 min vermessen. B Der Graph zeigt einen reprasentativen Zeitverlauf der Seahorse
XFe96-Analyse. Mittelwerte + SEM, n=6, one-way ANOVA, ***p<0,005, ****p<0,001 [154].

3.2.2 Die DCA-Behandlung von ESCCs erhoht die mitochondriale
Respiration

Nachdem bei der Messung der Glykolyse-Aktivitat ein deutlicher Riickgang verzeichnet

wurde, wurde eine Analyse der mitochondrialen Respiration durchgefuhrt. Dabei war

ein rapider und signifikanter Anstieg der mitochondrialen ATP-Produktion (Abbildung 7)

zu beobachten, wobei bei der basalen Messung kein Unterschied zu verzeichnen war.
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Abbildung 7: Die mitochondriale Respiration in ESCC wird durch eine DCA-Behandlung

verstarkt

Die Echtzeit-Stoffwechselanalyse durch das Seahorse XFe96 mit dem Mito Stress Test Kit
wurde verwendet, um die akute mitochondriale Reaktion von KYSE-410-Zellen auf eine DCA-
Stimulation zu messen. Die OCR (Sauerstoffverbrauchsrate) definiert die Menge des
verbrauchten Sauerstoffs wahrend der mitochondrialen Atmung. A Die basale Respiration
wurde in den ersten 15 min vermessen und danach die jeweilige DCA-Konzentration (10, 20
oder 40 mM) injiziert. Die dadurch induzierte mitochondriale ATP-Produktion wurde dann nach
weiteren 25 min gemessen. B Der Graph zeigt einen reprasentativen Zeitverlauf der Seahorse
XFe96-Analyse. Mittelwerte + SEM, n=6, one-way ANOVA, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001
[154].

3.2.3 Die zellulare Metaboliten-Konzentrationen verschieben sich unter

DCA-Behandlung in Richtung der mitochondrialen Respiration

Um die Seahorse-Daten zu verifizieren, wurde eine zusatzliche HPLC-Analyse der
intra- und extrazellularen Metaboliten durchgefiihrt. Dabei fokussierte sich die
Auswertung auf die zentralen Moleklle der Glykolyse (Pyruvat und Laktat) und des
mitochondrialen Zitratzykluses (Malat). Pyruvat ist der zentrale Metabolit zwischen
Glykolyse und mitochondrialer Respiration, da es einerseits zu Laktat oder auch zu

Acetyl-CoA umgesetzt werden kann. Durch eine DCA-Behandlung war keine
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signifikante Veranderung in der Pyruvatkonzentration zu verzeichnen (Abbildung 8A).
Malat als Maf} der mitochondrialen Respiration akkumulierte in Anhangigkeit der DCA-
Konzentration und zeigte einen sechsfachen Anstieg nach Stimulation mit 40 mM DCA
im Vergleich zur Kontrolle. Laktat wurde intra- und extrazellular quantifiziert, da es
nach der Umsetzung von Pyruvat zu Laktat zu einem rapiden Export durch den
Transporter MCT kommt und dadurch die intrazellulare Fraktion nicht reprasentativ ist.
Dementsprechend konnte kein Unterschied im intrazellularen Laktat festgestellt werden
(Abbildung 8A). Auf der anderen Seite kam es zu einer signifikanten Reduktion in der

extrazellularen Fraktion (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: DCA induziert einen Anstieg in Malat und eine Reduktion in Laktat

Die zentralen Metaboliten der Glykolyse und des Zitratzyklus wurden mittels HPLC analysiert.
KYSE-410-Zellen wurden mit DCA (10, 20 oder 40 mM) fur 72 Std inkubiert und anschlieRend
untersucht. Dafiir wurden 7x10% ESCC lysiert und anschlieRend deproteinisiert. A Die Area
under the curve (AUC) von Pyruvat, als zentraler Schnittpunkt zwischen Glykolyse und

mitochondrialer Respiration, Malat, als Maf} des mitochondrialen Zitratzykluses und Laktat, als
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Endpunkt der Glykolyse, wurden gemessen. B Das intrazelluldre Laktat wird rapide in den
extrazellularen Raum exportiert. Deswegen wurde auch die Laktatkonzentration im Uberstand

der Zellen gemessen. C Die Graphen zeigen reprasentative Chromatogramme einer

Uberlagerung der Einzelmessungen eines Probensets der extrazellulédren- und intrazelluldren-
Messung. Mittelwerte + SEM, n=5, one-way ANOVA, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005 [154].

3.2.3.1 Validierung der Linearitat der Metaboliten-Messung mittels HPLC

Um die Metaboliten in ihrer physiologischen Konzentration messen zu kénnen, musste
zunachst ein Linearitdtsnachweis der Detektionsmethode der Standardsubstanzen
durchgefuhrt werden. Die physiologische Konzentration von Pyruvat liegt um 100 uM
[156]. Daher wurde die Standardkonzentration zwischen 10 und 500 uM gewahlt, fur
die eine gute Nachweisbarkeit in diesem Bereich nachgewiesen wurde (Abbildung 9A).
Unter basalen Bedingungen liegt Malat intrazellular zwischen 500 yM und 2 mM vor
[157]. Der Bereich von 250 uyM bis 2 mM erreichte eine Linearitdt in diesem
Messbereich (Abbildung 9B). Extrazellulare physiologische Laktatkonzentrationen von
2 mM bis 40 mM wurden im Tumorgewebe gefunden [156, 158]. Konzentration im
Bereich zwischen 500 uM bis 8 mM zeigten eine lineare Nachweisbarkeit (Abbildung
9C). Alle physiologischen Metaboliten-Konzentrationen lagen im Bereich der Linearitat

und konnten somit erfolgreich mittels HPLC nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Standardkurven der nachgewiesenen Metaboliten mittels HPLC
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Die lineare Nachweisbarkeit jedes Metaboliten wurde mithilfe einer Standardkurve ermittelt. A
Pyruvat wurde zwischen 10 yM und 400 uM vermessen. B Malat bewies eine gute Linearitat
zwischen 250 pM und 2 mM. C Fir den Metaboliten Laktat wurden die Standard-
konzentrationen 500 uM bis 8 mM gewahlt. Mittelwerte + SD, n=3

3.2.3.2 Validierung der Signalidentifikation und des Hintergrundsignals

Fur eine erfolgreiche Analyse der Metaboliten mithilfe der HPLC sind genaue
Identifikationen  der  einzelnen  Signale  notwendig.  Deswegen  wurden
Standardsubstanzen in Einzel- und Mischinjektionen detektiert bis jeder der zu
messenden Metaboliten einem Signal zu zuordnen war (Abbildung 10A). Zuséatzlich ist
die Eliminierung storender Hintergrundsignale aus dem Ld&sungsmittel der Proben
erforderlich. Der verwendete HPLC-Lysepuffer wies kein Signal im Bereich der

Metaboliten auf und konnte daher zur Analyse verwendet werden (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Metaboliten-ldentifikation und Pufferhintergrundsignal-Messung

A Eine exemplarische HPLC-Messung einer Standardmischung der Metaboliten (von links nach
rechts, in Klammern die jeweilige Retentionszeiten): 100 uM Pyruvat (3,5 min), 500 yM Malat
(3,9 min), 2 mM Laktat (4,8 min), 1 mM Acetat (5,4 min) und 200 yM Citrat (6,5 min). B

Hintergrundmessung des HPLC-Lysepuffers Uber die Retentionszeit der Metaboliten. n=5.
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3.3 DCA erhoht das Reservoir der HA-Vorlaufer und die
O-GlcNAcysierung von Proteinen

Um den Mechanismus hinter der steigenden HA-Konzentration durch Behandlung mit

DCA zu ergrinden, wurden der frihe Glukosemetabolit G-6-P, die zwei HA-Vorlaufer

UDP-Glukuronsaure und UDP-N-Acetylglukosamin und die O-GIcNAcysierung von

Proteinen analysiert.

3.3.1 Die Glukose-6-Phosphat-Konzentration wird durch eine
DCA-Behandlung erhoht

G-6-P ist ein zentraler Metabolit der Umsetzung von Glukose zu Pyruvat, zusatzlich
dient er auch als Substrat fir den HA-Vorlaufer UDP-Glukuronsaure. Als Reaktion auf
die DCA-Behandlung stieg das frihe Glukosestoffwechselprodukt G-6-P
dosisabhangig an (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Die Glukose-6-Phosphat Konzentration steigt dosisabhéngig durch die
DCA-Behandlung

Die G-6-P-Konzentration wurde mit einem kolorimetrischen Testverfahren gemessen. Dafir
wurden KYSE-410-Zellen fur 72 Std mit unterschiedlichen DCA Konzentrationen (10, 20 oder
40 mM) inkubiert. Die Zellen wurden dann lysiert und die intrazellulare Fraktion auf ihren G-6-P-
Gehalt nach Herstellerangaben vermessen. Mittelwerte £+ SEM, n=6, one-way ANOVA, *p<0,05,
***p<0,005, ****p<0,001 [154].

3.3.2 Der HA-Vorlaufer-Pool akkumuliert durch DCA-Behandlung

Die UDP-Zucker konnen durch eine FACE-Analyse identifiziert und quantifiziert
werden. HA wird aus den zwei UDP-Zuckern UDP-GIcCUA und UDP-N-
Acetylglukosamin gebildet. Der Metabolit UDP-GIcUA konnte nicht durch die Analyse
gemessen werden, jedoch zeigte der vorgeschaltete UDP-Zucker UDP-Glukose eine
gute Mess-Sensitivitdt. Da UDP-Glukose ausschlief3lich zu UDP-GICUA umgewandelt
wird, kann eine Quantifizierung von UDP-Glukose einen Ruckschluss auf diesen
direkten HA-Vorldufer geben. Die FACE-Analyse bewies jedoch, dass UDP-Glukose
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durch eine DCA-Stimulation nicht zunimmt (Abbildung 12A). Dieser Befund kann auf
eine schnelle Verstoffwechslung und Verwendung dieses Vorlaufers in der HA-
Synthese hinweisen. 4-MU inhibiert die HA-Synthese, indem sich 4-MU-GIcUA anstatt
UDP-GIcUA bildet und damit die vorhandene Menge an UDP-GIcUA verringert. In der
Folge konnen durch die HA-Synthasen weniger HA-Ketten gebildet werden. KYSE-
410-Zellen, die mit 4-MU behandelt wurden, zeigten entsprechend eine vermehrte
Akkumulation des Vorlaufers UDP-Glukose (Abbildung 12A). 4-MU hat keinen Effekt
auf den zweiten HA-Vorlaufer UDP-N-Acetylglukosamin. Dies konnte auch mithilfe der
FACE-Analyse demonstriert werden (Abbildung 12B). Eine Behandlung mit DCA

hingegen zeigte einen dosisabhangigen Anstieg des Acetyl-Zuckers.
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Abbildung 12: Der UDP-HA-Vorlaufer UDP-N-Acetylglukosamin akkumuliert durch eine
Behandlung mit DCA

Mithilfe von FACE koénnen UDP-Zucker wie A UDP-Glukuronsaure und B UDP-N-
Acetylglukosamin identifiziert und quantifiziert werden. KYSE-410-Zellen wurden mit DCA oder
4-MU fir 72 Std behandelt. Die intrazellularen UDP-Zucker wurden dann isoliert, durch AMAC

sichtbar gemacht und mittels Elektrophorese voneinander getrennt. Die Intensitat des
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spezifischen Zuckers wurde gemessen und zur DNA-Konzentration normalisiert. C Ein
reprasentatives Elektrophoresegel mit Proben (links) und einer Standardmischung und
Einzelstandardsubstanzen (rechts). Mittelwerte + SEM, n=3-6, one-way ANOVA, *p<0,05,
**p<0,01 [154].

3.3.2.1 Acetyl-CoA ist das Verbindungsglied zwischen mitochondrialer

Respiration und HA-Vorlauferpool

Zytosolisches Acetyl-CoA entsteht, wenn Citrat durch die Enzyme Citrat-Carrier (CiC)
und ATP-Citrat-Lyase (CL) aus den Mitochondrien ins Zytosol transportiert und
umgewandelt wird. Dort fungiert es als Kofaktor fur die Umwandlung von Glucosamin-
6-Phosphat  zu  N-Acetyl-Glucosamin-6-Phosphat, = das  anschliefend zu
N-Acetylglukosamin umgesetzt wird [159]. Die zytosolische Acetyl-CoA-Konzentration
stieg dosisabhangig nach der DCA-Behandlung an (Abbildung 13A). Um zu
untersuchen, ob das Acetyl-CoA mitochondrialen Ursprungs ist, wurden der Export und
die Umsetzung von Citrat zu Acetyl-CoA durch den Inhibitor SB204990 gehemmt. Der
Inhibitor konnte die geringe Acetyl-CoA-Konzentration der Kontrollen nicht weiter
verringern, jedoch konnte er den stimulierenden Effekt von 40 mM DCA komplett

aufheben und auf das Niveau der Kontrollzellen absenken (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Die DCA-Behandlung fiihrt zu einer Erhéhung der Acetyl-CoA-
Konzentration

Zytosolisches Acetyl-CoA ist ein Kofaktor bei der Synthese von N-Acetylglukosamin-Vorlaufer-
Molekulen. Acetyl-CoA kann durch eine kolorimetrische Messung quantifiziert werden. A KYSE-
410-Zellen wurden fur 72 Std mit DCA (10, 20 oder 40 mM) inkubiert und die zytosolische
Fraktion analysiert. B Der zytosolischer Export und die Umsetzung von Zitrat zu Acetyl-CoA
kann durch den Inhibitor SB204990 blockiert werden. Daher wurden zur mechanistischen
Spezifizierung die ESCC-Zellen mit DCA (40 mM) und/oder SB204990 (30 uM) behandelt und
gemessen. Mittelwerte + SEM, n=6, one-way ANOVA, **p<0,01, ****p<0,001 [154].
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3.3.2.2 Eine Verringerung der zytosolischen Acetyl-CoA-Konzentration

reduziert die HA-Synthese

Um die direkte Verbindung zwischen Acetyl-CoA und HA-Synthese zu beweisen,
wurden KYSE-410-Zellen mit DCA und/oder dem CL-Inhibitor SB204990 behandelt
und die HA-Konzentration im Uberstand gemessen. Auch hier konnte der Inhibitor
allein die HA-Konzentration nicht verringern. Wurden die Zellen mit 40 mM DCA
behandelt, stieg der HA-Gehalt auf ein Vielfaches an. Eine gleichzeitige Stimulation mit
DCA und SB204990 hob diesen Anstieg komplett auf (Abbildung 14).

HA in Uberstand

15004 *hKK *hKK

E n

E

E 1000+

c

3

o 5004

o -

<L

I

0-

DCA [mM] - - 40 40
SB204990[uM] - 30 - 30

Abbildung 14: Der induzierte Effekt durch DCA auf die HA-Synthese kann durch den
Acetyl-CoA-Inhibitor SB204990 aufgehoben werden

Die KYSE-410-Zellen wurden mit DCA (40 mM) und/oder SB204990 (30 uM) fir 3 Tage
behandelt und die HA-Konzentration im Uberstand mittels ELISA-ahnlicher Analyse gemessen.
Mittelwerte £ SEM, n=6, one-way ANOVA, ****p<0,001 [154].

3.3.3 DCA induziert die vermehrte O-GIcNAcysierung von Proteinen

In vorherigen Publikationen wurde demonstriert, dass eine erhdhte O-GlcNAcysierung
direkt die Aktivitat der HAS-Enzyme steigert [138, 160]. Im Einklang mit dem
beobachteten Anstieg des UDP-GIcNAc-Pools filhrte die DCA-Behandlung zu einer
starken Induktion der O-GIcNAcysierung von zellularen Proteinen. Diese konnten
mittels Immunohistochemie (Abbildung 15) und Immunoblot (Abbildung 16)
nachgewiesen werden. Der GIcNAc-Transferase (OGT)-Inhibitor, Alloxan, hob den
induzierenden Effekt der DCA auf und senkte die Menge der O-GIcNAcysierten

Proteine unter die Basalkonzentration der KYSE-410-Zellen.
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Abbildung 15: DCA verstarkt die O-GlcNAcysierung von intrazelluldaren Proteinen
Reprasentative Bilder von KYSE-410-Zellen wurden mit DCA (10, 20 oder 40 mM) und/oder der
Negativkontrolle, dem O-GIcNAc Transferase (OGT)-Inhibitor Alloxan (10 mM), fir 72 Std
behandelt. Die Zellen wurden daflir auf Glasplattchen ausgesat und mithilfe des O-GlcNAc-
Antikorpers (griin) angefarbt. Die Intensitat wurde zur Zellzahl (blau, Hoechst) normalisiert (n=8,
jedes n stellt eine gepoolte Analyse von 5 Replikaten dar). MaBstabsbalken: 100 um.
Mittelwerte £+ SEM, one-way ANOVA, ***p<0,005, ****p<0,001 [154].
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Abbildung 16: DCA induziert die Akkumulation der O-GIcNAcysierung von Proteinen

Mittels Western-Blot-Analyse und dem O-GIcNAc-Antikdrper konnte die Gesamtheit aller
O-GlIcNAcysierten Proteine gemessen werden. Die Intensitat aller Banden wurde analysiert und
zur Intensitat des Proteins Tubulin normalisiert. Fur die Bestimmung wurden KYSE-410-Zellen

55



Ergebnisse

mit DCA (10, 20 oder 40 mM) und/oder Alloxan (10 mM) fur 72 Std behandelt. Mittelwerte +
SEM, n=6, one-way ANOVA, ***p<0,005, ****p<0,001 [154].

3.4 DCA in Kombination mit 4-MU fihrt zu reduziertem
Zellwachstum und gesteigerter Apoptose-Induktion

DCA ist eine metabolische Intervention fir glykolytische Tumore. Durch Reaktivierung
der mitochondrialen Respiration kommt es zum Zelltod [96, 125]. Die effektiven Dosen
gingen aber mit einer erhdohten Nebenwirkungsrate in klinischen Studien einher
[109, 110, 125]. Eine Kombinationstherapie, die darauf abzielt, die Effektivitat einer
Behandlung mit DCA zu steigern, kdnnte die bendtigte Dosis von DCA absenken und
auf diesem Wege die Nebenwirkungsrate verbessern. Wie die bisherigen Experimente
ergaben, stimulierte die Behandlung mit DCA die HA-Synthese. Eine erhdhte HA-
Produktion wurde in vielen Studien als tumorprotektiv beschrieben [161, 162]. Daher
wurde im Weiteren eine Kombinationstherapie des metabolischen Inhibitors DCA und

des HA-Synthase-Hemmers 4-MU untersucht.

3.4.1 DCA reduziert dosisabhangig das Zellwachstum von ESCC-Zellen

Um eine effiziente DCA-Konzentration zu identifizieren, die zu einer signifikanten
Zellwachstumshemmung fuhrt, wurden KYSE-410-Zellen mit unterschiedlichen
Dosierungen inkubiert und die Zellzahl taglich Uber einen Zeitraum von 72 Std
bestimmt (Abbildung 17A). Bereits mit 10 mM DCA konnte eine signifikante
Zellreduktion gemessen werden. Dieser Effekt stieg dosisabhangig. Um die Effekte von
DCA auf gesunde Stromazellen zu untersuchen, wurden ebenfalls Fibroblasten
(NHDF-Zellen) mit DCA stimuliert und das Zellwachstum quantifiziert (Abbildung 17B).
In den getesteten Konzentrationen konnte kein Effekt von DCA auf das Zellwachstum

identifiziert werden.

1.8x10% 1 —o— Kontrolle 8x10% 7—4— Kontrolle
- 10 mMDCA ¥ 10 mM DCA
—— 20 mM DCA == 20 mM DCA
_ 1.2x10% 4 40 mM DCA s _ 4x10% J=@= 40 mM DCA
i * 3
N R N
% EREX E
N 50x10% o N 2x100 S
. *EEE

Abbildung 17: DCA verringert die Zellzahl der Krebszellen, zeigt jedoch keinen Effekt auf

Fibroblasten
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A KYSE-410-Zellen [154] oder B NHDF-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit
verschiedenen DCA-Konzentrationen (10, 20 oder 40 mM) behandelt und taglich mithilfe einer
Neubauer-Zellkammer gemessen. Mittelwerte £+ SEM, n=3,7, one-way ANOVA, **p<0,01,
****n<0,001.

3.41.1 Die Kombination von DCA und 4-MU bewirkt synergistisch eine

Zellzahlreduktion

Wenn zwei Substanzen ihre Wirkung bei gemeinsamer Einnahme verstarken und
dabei ihren additiven Effekt Ubertreffen, spricht man vom Synergismus [150]. Um einen
moglichen synergistischen Effekt von DCA und 4-MU zu testen, wurde ein sogenannter
Kombinationsindex (Cl) nach Cho berechnet. Dabei wird der jeweilige inhibierende
Effekt der Medikamente in Einzel- und Kombinationsdosen analysiert und der ClI
bestimmt. Der Cl muss unter 0,9 liegen, um einen Synergismus zu beschreiben. Bei
den gemessenen Kombinationen 10 mM DCA + 100 uM 4-MU, 20 mM DCA + 300 pyM
4-MU und 40 mM DCA + 300 pM 4-MU war dies der Fall. Da frihere Untersuchungen
eine hohe Effektivitat von 4-MU in vitro und in vivo mit 300 yM dokumentierten, wurde
fur weitere Versuche diese Konzentration gewahlt [124, 139]. Zusatzlich wurde die
geringstmogliche Konzentration an DCA gewahlt, die mit 300 uM 4-MU einen

synergistischen Effekt aufwies.

Tabelle 10: Berechnung des Synergismus

Dosis DCA [mM] Dosis 4-MU [uM] Effekt* Cl

10 100 0,3917 0,70248
20 100 0,2949 0,93773
40 100 0,1382 1,05836
10 300 0,4178 1,03525
20 300 0,2027 0,65545
40 300 0,0575 0,5973

* Anteil der lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle; Mittelwerte £+ SEM, n=3 [154]

Die gewahlten DCA- und 4-MU-Konzentrationen wurden in einem separaten
Experiment Uber einen Zeitraum von 3 Tagen detaillierter untersucht. Dabei konnte
bereits mit den einzelnen Substanzen eine signifikante Reduktion der Zellzahl
demonstriert werden. In Kombination wurde eine signifikante Abnahme der Zellzahl
sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch zur Einzelbehandlung beobachtet
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Die Kombinationstherapie von DCA und 4-MU reduziert die Zellzahl
deutlicher als die Einzeltherapien

KYSE-410-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit DCA (20 mM) und/oder 4-MU
(300 uM) inkubiert. Die Zellzahl wurde taglich mithilfe einer Neubauer-Zellkammer bestimmt und
anschlielend statistisch ausgewertet. Mittelwerte + SEM, n=7, one-way ANOVA, ****p<0,001
[154].

3.41.2 Ein siRNA-Silencing der HA-Rezeptoren und der HA-Synthase 3

reduziert die Zellzahl in Kombination mit DCA

Um die Bedeutung des HA-Systems im Kontext der synergistischen Wirksamkeit der
Kombination von DCA wund 4-MU detaillierter zu untersuchen, wurde die
Quantifizierung der Zellzahlen unter DCA in Kombination mit einer genetischen
Herabregulation von HAS3, CD44 und RHAMM wiederholt (Abbildung 19A). Die
Herabregulierung von HAS3 ahnelte den Effekten von 4-MU und zeigte eine deutliche
Beeintrachtigung des Tumorzellwachstums, die in Kombination mit DCA tendenziell
noch starker ausgepragt war. Die Herabregulierung der HA-Rezeptoren hatte einen
deutlich schwacheren Effekt auf das Zellwachstum, der jedoch durch die Zugabe von
DCA verstarkt wurde. Die HA-Rezeptoren RHAMM und CD44, sowie die HAS3-
Expression wurden durch siRNA unterschiedlich stark reguliert (Abbildung 19B). Die
Herabregulation von HAS3 fluhrte zu keiner kompensatorische Gegenregulation von
HAS2.
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Abbildung 19: siRNA Inhibition von RHAMM, CD44 und HAS3 zusammen mit DCA
reduziert die Zellzahl

In ESCC-Zellen wurde die Expression von RHAMM, CD44 oder HAS3 mittels siRNA
herunterreguliert. A Die Zellen wurden mit oder ohne DCA (20 mM) weitere 3 Tage inkubiert
und anschlieflend die Zellzahl gemessen. B Zur Effizienzkontrolle wurden nach 48 Std Proben
entnommen und per gPCR analysiert. Dabei wurde die cDNA-Konzentration im Vergleich zu
einer internen Kontrolle verglichen. Mittelwerte + SEM, n=7, one-way ANOVA, ****p<0,001,
#p<0,05 im Vergleich zur Scrambled-Kontrolle, $p<0,05 im Vergleich zur reinen siRNA-
Behandlung [154].

3.4.2 Die Kombinationstherapien von DCA und 4-MU aktivieren die
Apoptose

Ob die beobachtete Zellreduktion auf einer induzierten Apoptose basiert, wurde mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Hierbei wurde das PARP-Protein analysiert, dessen
Spaltung ein typisches Merkmal der Apoptose ist. Ungeschnittenes PARP (tPARP)
wird wahrend der Apoptose durch freigesetzte Caspasen degradiert und als
gespaltenes PARP (cPARP) detektiert. Der Grad der Apoptose kann dann als
Verhaltnis von cPARP zu tPARP gemessen werden. Bei den einzelnen Substanzen
konnte keine signifikante Induktion der Apoptose verzeichnet werden, jedoch ergab die
Kombination von beiden einen deutlichen Anstieg des cPARP Anteils. Staurosporin
wurde hier als Positiv-Kontrolle verwendet. Die wichtigste biologische Aktivitat von
Staurosporin ist die Hemmung von Proteinkinasen durch die Verhinderung der ATP-
Bindung an Kinasen. In der Forschung wird Staurosporin zur Induktion der Apoptose

durch Aktivierung von Caspase-3 eingesetzt [163].
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Abbildung 20: DCA und 4-MU induzieren in Kombination vermehrt die Apoptose

Mittels Western-Blot-Analyse wurde das Verhaltnis zwischen der ungeschnittenen PARP
(tPARP)-Konzentration und der gespaltenen PARP (cPARP)-Konzentration bestimmt. Der
prozentuale Anteil des cPARP vom tPARP wurde Uber die gemessenen Intensitaten analysiert.
Das Verhaltnis wird zur Intensitdt des Proteins Tubulin normalisiert. Fur die Bestimmung
wurden KYSE-410-Zellen mit DCA (10, 20 oder 40 mM) und/oder 4-MU (300 pM) fur 72 Std
behandelt. Staurosporin (400 uM) wurde als Positiv-Kontrolle verwendet. Mittelwerte + SEM,
n=6, one-way ANOVA, ****p<0,001 [154].

3.5 Die Kombinationstherapie zeigt eine hohe Effektivitat auf
Tumor-Spharoide

Es wurde berichtet, dass DCA in vivo und in vitro unterschiedliche Wirksamkeiten
aufweist [164]. Diese Beobachtung kann damit zusammenhangen, dass der
Tumorstoffwechsel durch die Sauerstoffverfigbarkeit, die sich mit dem Wachstum des
Tumors verandert, signifikant moduliert wird. Dartber hinaus andert sich auch die EZM
als Reaktion auf die radumliche Interaktion der eingebetteten Zellen. Um diese
Eigenschaften eines sich entwickelnden Tumors zu bertcksichtigen, wurde ein 3D-
Tumor-Spharoidmodell entwickelt, um die Interaktion zwischen Stoffwechsel und EZM
in diesem Umfeld zu untersuchen und die Wirkung von DCA und 4-MU wahrend dieses

Prozesses zu bestimmen.

3.5.1 Die 3D-Kultivierung fiihrt zu einem Anstieg der Transkription von

HAS3 und zentraler Proteine der aeroben Glykolyse

Realtime-PCR-Analysen demonstrierten, dass zwei der Hauptenzyme, die den
Warburg-Effekt unterstiitzen, d.h. die PDK und die LDHA, eine starke
Transkriptionsinduktion im Vergleich zur 2D-Kultur zeigten. Gleichzeitig war auch die
mMmRNA-Expression der HA-Hauptsynthase (HAS3) in den untersuchten Zellen stark
erhoht (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Ein qPCR-Expressionsvergleich 2D versus 3D

Vergleich der Genexpression der 2D- und 3D-Kulturen von HA-Synthasen und der aeroben
Glykolyse. Dafiir wurden fiir die 2D-Kulturen 5x10% KYSE-410-Zellen und fiir die 3D-Kulturen je
8 10-Tage-alte Sphéroide geerntet. Mittelwerte £+ SEM, n=6, one-way ANOVA, ****p<0,001
[154].

3.5.2 Die DCA-Behandlung von Tumor-Spharoiden induziert die HA-
Synthese

Zur Uberpriifung, ob DCA auch im 3D-Modell zu einer Verstarkung der HA-
Anreicherung in der EZM flhrt, wurden Paraffinschnitte von 10 Tage alten Tumor-
Spharoiden mittels HAbP gefarbt, um die HA-Konzentration zu analysieren. Die
Inkubation mit DCA (20 mM) induzierte eine verstarkte HA-Synthese im Vergleich zur
Kontrolle. Unter 4-MU-Behandlung konnte ein Trend zur Reduktion gemessen werden.
Nur eine Kombinationsbehandlung fuhrte zu einer signifikanten Verringerung der HA-

Dichte im perizelluldaren Raum (Abbildung 22).
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Abbildung 22: DCA stimuliert die HA-Synthese in 3D-Spharoiden
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Reprasentative Bilder von KYSE-410-Sphéaroiden nach 10-tdgiger Behandlung mit DCA
und/oder 4-MU, die in Paraffin eingedeckt und von denen 5 ym dicke Schnitte angefertigt
wurden. Die HA-Konzentration der Sektionen wurde dann mithilfe von HAbP (rot) und EpCAM
(gran) analysiert. Die Kerne wurden durch Hoechst (blau) gegengefarbt und die Intensitat von
HAbP zur Anzahl der Kerne normalisiert. Mafistabsbalken: 200 ym. Mittelwerte + SEM, n=3-7
(jedes n stellt eine gepoolte Analyse von 5 Replikaten dar), one-way ANOVA, *p<0,05,
****n<0,001.

3.5.3 Die Kombination von DCA und 4-MU fiihrt zu einer Reduktion des
Tumor-Spharoidvolumens und zur Induktion der Apoptose

Angesichts der erhohten Aktivitat der Glykolyse und der HA-Synthese, die in diesem
3D-Ansatz beobachtet wurde, wurde im Folgenden untersucht, ob die Kombination von

DCA und 4-MU die Apoptose auch unter 3D-Bedingungen effektiv induziert.

3.5.3.1 Das Spharoidvolumen sinkt durch die Kombinationsbehandlung

Die 3D-Kulturen wurden dber einen Zeitraum von 10 Tagen mit DCA und/oder 4-MU
behandelt und das Volumen der Sphéaroide in regelmaligen Abstanden
lichtmikroskopisch  bestimmt. Bereits die Einzeltherapien inhibierten die
Volumenzunahme in gleichem MaRe. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in den
2D-Kulturen fuhrte die Kombination von DCA und 4-MU nicht nur zu einer
Wachstumshemmung wie bei den Monotherapien beobachtet, sondern auch zu einem

deutlichen Riickgang des Spharoidvolumens unter die StartgrofRe (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Volumenreduktion nach DCA und/oder 4-MU Behandlung von Sphéroiden

Es wurden Spharoidvolumina von 24 Sphéaroiden pro Kondition gemessen. 3D-Kulturen wurden
fur 4 Tage gezuchtet, um dann die Inkubation mit Medikamenten (20 mM DCA, 300 uM 4-MU
oder die Kombination aus beiden) zu starten. Das Volumen wurde Uber einen Zeitraum von
10 Tagen gemessen und lichtmikroskopisch Uberwacht. Das Volumen einer Kugel wurde

basierend auf dem Durchmesser mit der Formel V=1/6*1*d? berechnet. Mittelwerte + SEM, n=6
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(ein n beinhaltete 24 Spharoide pro Kondition), one-way ANOVA, *p<0,05, **p<0,01,
***%p<0,001 [154].

3.5.3.2 Die kombinierte Inkubation mit DCA und 4-MU erhoht Zelltod und

Apoptose der Tumorspharoide

Am 10. Tag der Inkubation der ESCC-Spharoide mit DCA und/oder 4-MU wurden die
3D-Kulturen hinsichtlich Indikatoren des Zelltodes oder der Apoptose gefarbt. Die
Lebend-Tod-Farbung nativer Spharoide mittels Ethidium Homodimer am 10. Tag
prasentierte eine geringe Anzahl an toten Zellen in der Monotherapie mit 4-MU (300
MM). Im Gegensatz dazu verursachte die Monotherapie mit DCA (20 mM) die
Freisetzung von toten Zellen aus dem Spharoid. Allerdings reduzierte nur die
Kombination beider Verbindungen die Gro3e der Spharoide signifikant und verursachte
eine Akkumulation toter Zellen in und um das Spharoid (Abbildung 24A). Dieser Befund
wurde durch eine Caspase 3 (Cas3)-Farbung bestatigt. Es prasentierten sich ein
apoptotischer Kern unter der 4-MU-Behandlung und homogen verteilte apoptotische
Zellen mit der DCA-Behandlung. Eine weit verbreitete Induktion der Apoptose wiesen

die Spharoide unter der Kombinationstherapie auf (Abbildung 24B).
A Kontrolle 4-MU DCA

Abbildung 24: Die Kombinationsbehandlung von Sphéaroiden mit DCA und/oder 4-MU

DCA +4-MU

Calcein AM
EthD1

09)

Gespaltene Cas3

induziert Zelltod und Apoptose

Reprasentative Bilder von 10 Tage alten Spharoiden, die mit A Calcein AM, als Marker fir
proliferierende Zellen (grin), und EthD, als Kennzeichen flur tote Zellen (rot), oder auf C
gespaltene Caspase 3 (orange) gefarbt wurden. Die Kerne wurden mit Hoechst (blau)
gegengefarbt. Malistabsbalken: 200 um, n=6 (ein n beinhaltete 8 Spharoide pro Kondition)
[154].

Die Aktivitat der intrazellularen Phosphatasen steht im direkten Zusammenhang mit der
Lebensfahigkeit der Zellen. Die Funktionalitat der Phosphatasen kann mithilfe des

APH-Assays gemessen werden. Die Zellvitalitat von 10 Tage alten Spharoiden sank
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durch die Behandlung von DCA oder 4-MU, jedoch konnte nur eine Kombinations-
Behandlung beider Substanzen eine signifikante Reduktion hervorbringen (Abbildung
25).
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Abbildung 25: DCA und 4-MU in Kombination reduzieren die Zellvitalitat

Durch die hydrolytische Umsetzung von p-Nitrophenyl-Phosphat zu p-Nitrophenol durch
intrazelluldare Phosphatase kann auf die Zellvitalitdt zurtickgeschlossen werden. Nachdem
KYSE-410-Sphéaroide fiir 10 Tage mit DCA und/oder 4-MU inkubiert wurden, wurde der APH-
Assay durchgefiihrt. Mittelwerte + SEM, n=6 (ein n beinhaltete 16 Spharoide pro Kondition),
one-way ANOVA, **p<0,01 [154].

3.5.4 Der Effekt von 4-MU auf Tumor-Spharoiden kann durch siRNA-

Inhibition reproduziert werden

Um den wachstumsretardierenden Effekt von 4-MU in den 3D-Kulturen auf die
Inhibition der HA-Synthese zurlckzufihren, wurden die vorangegangenen
Experimente durch einen siRNA-Versuch verifiziert. Dabei wurden die HA-Rezeptoren
RHAMM und CD44 sowie die primare HA-Synthase 3 herunterreguliert und
anschlielend aus den modifizierten Zellen ein Tumor-Spharoid geformt. Zusatzlich
wurden die Sphéaroide mit DCA (20 mM) behandelt.

3.5.4.1 Eine Inhibition von zentralen Proteinen des HA-Signalweges

verstarkt die Volumenreduktion unter DCA

Nach 10-tagiger DCA-Behandlung wurde das Volumen der siRNA-Spharoide
gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass die Herabregulierung aller HA-
Signalweg-Proteine eine signifikante Reduktion des Volumens im Vergleich zur
Scrambled-Kontrolle verursachte (Abbildung 26B). Eine zusatzliche Inkubation mit
DCA zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied zur Einzelbehandlung mit siRNA
(Abbildung 26A).

64



Ergebnisse

3x10°4 159 === Kontrolle
siRNA
2
o 2x10° 2 1.04 T
=3 c
= S
o X
E 5 *Hk
N
2 1x10°4 z 054 T
> &
e Fekkk
- Fekkk
0- 0.0~ T T T —
HAS3 HAS2 CD44 RHAMM
DCA [mM] - 20 scr - 20 - 20 - 20

RHAMM CD44 HAS3

Abbildung 26: Das siRNA-Spharoid-Volumen ist verringert in Kombination mit DCA
KYSE-410-Zellen wurden mit siRNA gegen RHAMM, CD44 und HASS3 inkubiert und nach
3 Tagen Tumor-Sphéroide geformt. Nach einer 4-tdgigen Etablierungsphase wurden die 3D-
Kulturen + 20 mM DCA fir 10 Tage behandelt und das Tumorvolumen gemessen. A An Tag 10
wurde das Tumorvolumen statistisch ausgewertet. B Das inhibitorische Potenzial der siRNA
wurde durch eine gPCR-Analyse Uberprift. Mittelwerte £+ SEM, n=6 (ein n beinhaltete 24
Spharoide pro Kondition), one-way ANOVA, ***p<0,005, ****p<0,001; #p<0,05 im Vergleich zur
Scrambled-Kontrolle, $p<0,05 im Vergleich zur reinen siRNA-Behandlung [154].

3.5.4.2 DCA-behandelte siRNA-Spharoide zeigen vermehrten Zelltod
und Apoptose

Die Lebend-Tod-Farbung nach 10-tagiger DCA-Therapie von siRNA-Spharoiden
dokumentierte eine Zunahme von toten Zellen in und um die 3D-Kulturen (Abbildung
27A). Dies konnte nicht in den Kulturen beobachtet werden, die ohne DCA kultiviert
wurden. Deutlichere Unterschiede konnten in der Cas3-Farbung beobachtet werden.
Im Vergleich zur Kontrolle wiesen Spharoide, die mit siRNA gegen HAS3 und CD44
behandelt wurden, einen deutlichen Anstieg der apoptotischen Fraktion (Abbildung
27B) auf. Eine zusatzliche Inkubation mit DCA fihrte zu einer Steigerung der

Apoptosefarbung aller 3D-Kulturen.
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A Kontrolle siHAS3 siCD44 siRHAMM

Kontrolle siHAS3 siCD44 siRHAMM

Abbildung 27: Zelltod und Apoptose sind hochreguliert nach siRNA Inhibition von HAS3,
CD44 oder RHAMM in Kombination mit DCA
Reprasentative Bilder von 10 Tage alten siRNA-Spharoiden + 20 mM DCA wurden mit A

20mM DCA

W

20mM DCA

Calcein AM, als Marker fir proliferierende Zellen (griin), und EthD, als Kennzeichen fir tote
Zellen (rot), oder auf C gespaltene Caspase 3 (orange) gefarbt. Die Kerne wurden mit Hoechst
(blau) gegengefarbt. Mafstabsbalken: 200 um, n=6 (ein n beinhaltete 8 Spharoide pro
Kondition) [154].

Zusatzlich zur Farbung der Spharoide wurde eine Zellvitalitaitsmessung durchgefuhrt.
Nur die siRNA-Inhibition von CD44 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Vitalitat.
Jedoch ergaben die Kombinationen mit DCA einen statistisch relevanten Verlust der

Zelllebensfahigkeit in allen Proben im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 28: Die Zellvitalitat ist reduziert nach einer HA-Signalweg-Inhibition in
Kombination mit DCA

Die intrazellularen Phosphatasen hydrolysieren p-Nitrophenyl-Phosphat zu p-Nitrophenol und
geben damit Aufschluss auf die Zellvitalitat. Nachdem SiRNA-Spharoide fiir 10 Tage mit oder
ohne DCA inkubiert wurden, wurde der APH-Assay durchgefuhrt. Mittelwerte £+ SEM, n=6 (ein n
beinhaltete 16 Spharoide pro Kondition), one-way ANOVA, **p<0,01; #p<0,05 im Vergleich zur
Scrambled-Kontrolle [154].

67



Diskussion

4 Diskussion

In den letzten Jahren rickte der Tumormetabolismus wieder verstarkt in den Fokus der
onkologischen Forschung, so auch bei der Therapie des Osophaguskarzinoms. Diese
Neuorientierung erschien notwendig, da trotz verbesserter Therapien und neuartiger
Kombinationstherapien nur 45 % der Betroffenen die ersten 5 Jahre Uberleben, selbst
bei einer friihzeitigen Diagnose [110, 120]. AuRer der Standardtherapie - einer
Kombinations-Chemotherapie aus Cisplatin und 5-Fluoruracil mit anschlielender
Entfernung des Tumors - stehen nur wenige Alternativen zur Verfigung, so dass
bisherige Optionen haufig auf eine palliative Intervention beschrankt sind [112]. Als
Zielstruktur  fir ein  Krebsmedikament stellt der Tumorstoffwechsel eine
Herausforderung dar, denn aufgrund der verschiedenen Stoffwechselwege, die den
Zellen innerhalb eines Tumors zur Verfigung stehen, koénnen sie einen
Nahrstoffmangel schnell ausgleichen [78, 165]. Daher fanden metabolische
Interventionen bisher keine klinische Anwendung bei Osophaguskarzinomen. Die
vorliegende Arbeit prasentiert in diesem Rahmen einen vielversprechenden und

zielgerichteten Ansatz fir eine neue Therapieoption.

4.1 Identifikation eines neuen Resistenzmechanismus

Diese Arbeit gibt einen Einblick in den engen Zusammenhang zwischen
Tumorstoffwechsel und EZM-Regulation. Intensive Forschung zum Warburg-Effekt
fuhrte zur Entdeckung der Wirkung von DCA auf die Energiehomdostase in Tumoren
[103]. Die Versuche dieser Arbeit bestatigen, dass DCA die anaerobe Glykolyse in
KYSE-410-Zellen hemmt. Als Wirkmechanismus wird angenommen, dass DCA die
Aktivitat der PDK hemmt, was in der Folge zu einer Wiederherstellung der PDC-
Aktivitat fuhrt, die eine Reaktivierung der Mitochondrien ermdglicht. Daraus resultiert
schlieBlich eine Induktion der Mitochondrien-gesteuerten Apoptose in den behandelten
Tumorzellen [96, 125]. Auch konnte in der vorliegenden Arbeit verdeutlicht werden,
dass eine DCA-Behandlung dosisabhangig zu einer Reduktion des Zellwachstums von
ESCCs fuhrt und gleichzeitig der cPARP-Anteil in diesen Zellen anstieg. cPARP
entsteht durch die erhdhte Aktivitdt von reaktiven Caspasen, die im Laufe einer
induzierten Apoptose freigesetzt werden. So zeigen die durchgefiihrten Versuche, dass
durch eine DCA-Behandlung von KYSE-410-Zellen eine mitochondriale Apoptose
eingeleitet wird. Gleichzeitig wurde der Effekt von DCA auf nicht-glykolytische
Fibroblasten untersucht, um die Spezifizitit der Behandlung zu beweisen. Die
verwendeten DCA-Konzentrationen bewirkten keinen inhibitorischen Effekt auf die
Fibroblasten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Stockwin et al., die fur eine

50%ige Wachstumsinhibierung von Fibroblasten in vitro fur DCA eine ICso von 70 mM
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errechneten [166]. Die genutzten Konzentrationen von 10, 20 und 40 mM DCA liegen
deutlich unter dieser ICso und bewirkten entsprechend keinen wachstumsretardieren
Effekt. Eine Begrindung konnte sein, dass bei Stromazellen wie den Fibroblasten, die

einen flexiblen Metabolismus haben, DCA einen deutlich schwacheren Effekt hat [166].

Obwohl klinische Studien der DCA ein insgesamt gutes Sicherheitsprofil fir die
Anwendung am Menschen bestatigen, kann bei hoheren Dosen eine periphere
Neuropathie auftreten. Da aber eine Reduktion der DCA-Dosis zu einem
Effektivitatsverlust fuhrt [113], sind alternative Therapien erforderlich. Eine
vielversprechende Zielstruktur bei der Therapie von Tumoren ist die EZM. Ein wichtiger
Bestandteil der EZM ist die HA, die in der Vergangenheit mit vermehrter
Tumorprogression und Chemoresistenz in Verbindung gebracht worden ist [19]. Einige
Resistenzmechanismen, die mit HA assoziiert sind, wurden bereits erforscht und
verdeutlichen, dass HA die ICsy verschiedener Chemotherapeutika erhoht. Dies
geschient unter anderem durch eine verringerte  Permeabilitdt  der
Tumormikroumgebung, die zu einer geringeren Interaktion zwischen Wirkstoff und
Zielstruktur fuhrt [167-169]. AulRerdem fordert die perizellulare Akkumulation von HA
nachweislich das Tumorwachstum, die Metastasierung sowie die
Chemotherapieresistenz [161, 162]. Diese Prozesse werden durch HA-Rezeptoren,
z.B. CD44 und RHAMM, vermittelt, die starke anti-apoptotische Signalwege auslésen
[155, 170, 171] .

Um zu untersuchen, ob es einen mechanistischen Zusammenhang zwischen unter
DCA auftretenden Resistenzen und der HA-Synthese gibt, wurden zunachst die HA-
Produktion und die Expression von HA-assoziierten Genen als Reaktion auf eine DCA-
Behandlung von ESCCs untersucht. Dabei konnte ein dosisabhangiger Anstieg der
HA-Konzentration sowohl im perizellularen Raum als auch im Uberstand festgestellt
werden. Dieser Anstieg ging einher mit einer erhdhten mRNA-Expression der HA-
abhangigen Proteine wie zum Beispiel der HA-Synthasen. Dies ist plausibel, da das
von den HA-Synthasen produzierte HA direkt in die umliegende Tumormikroumgebung
extrudiert wird und dort akkumuliert. Nach ihrer Synthese wird die HA an der
Zelloberflache durch die Synthase oder einen der Zelloberflachenrezeptoren wie CD44
oder RHAMM verankert, was zu einer zusatzlichen initialen Verdichtung des
perizellularen Raumes fihrt [172]. Diese Ergebnisse zeigen, dass DCA in Krebszellen
HA induzieren kann und deuten damit auf einen bisher unbekannten Mechanismus fur
den effizienz-mindernden Effekt von hohen DCA-Dosierungen bei der DCA-Therapie
hin.
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41.1 Zusammenhang zwischen mitochondrialer Respiration und HA-

Synthese

Im nachsten Schritt sollte der molekulare Signalweg aufgeklart werden, der dem neu
identifizierten Resistenzmechanismus der Tumorzellen gegen DCA zugrunde liegt.
Zunachst wurde der direkte Einfluss der DCA auf den Metabolismus der HA-Vorlaufer

und ihren Ausgangs-Metaboliten untersucht.

41.1.1 DCA-Stimulation fiihrt zu einer Akkumulation der HA-Vorlaufer-

Metaboliten

Zunachst wurden die einzelnen Metaboliten der Glykolyse naher betrachtet. Eine DCA-
abhangige Konzentrationsverschiebung des Pyruvats konnte nicht beobachtet werden.
Vorgelagerte Glukose-Metaboliten wie G-6-P wurden jedoch dosisabhangig durch DCA
heraufreguliert. Der HA-Vorlaufer UDP-Glukuronsaure wird aus G-6-P synthetisiert, so
dass eine Akkumulation der G-6-P-Konzentration zu einem Anstieg der HA-Vorlaufer
fihren kann. Dies steht im Einklang mit friheren Untersuchungen in Muskelzellen, die
zeigen, dass DCA die Glykolyse hemmt, was zu einem Anstieg von G-6-P auch in
diesem Zelltyp fihrt [173]. Eine mogliche Erklarung fir die DCA-induzierte Hemmung
der Glykolyse sind veranderte Enzymaktivitdten oder Expressionslevel der
Phosphofruktokinase-1 (PFK1) und -2 (PFK2), welche das Gleichgewicht zwischen
G-6-P und Fruktose-6-Phosphat (F-6-P) bestimmen. In dieser Arbeit wurde keine
Akkumulation von Pyruvat gefunden; dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass sich
das Gleichgewicht von PFK1 und PKF2 wahrscheinlich zugunsten von PFK2

verschoben hat, so dass als Konsequenz mehr G-6-P produziert wird.

In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass HA ausschliel3lich aus den beiden
frihen  Glukosestoffwechselprodukten G-6-P  und F-6-P  synthetisiert  wird.
Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass die Substratverfligbarkeit direkt mit
dem Umfang der HA-Synthese korreliert [138]; so konnte beispielsweise bewiesen
werden, dass die Akkumulation von UDP-Zucker die Hyaluronsaure-Synthese bei
Brustkrebs steigert [174]. Interessanterweise wird auch die Synthese anderer
Glykosaminoglykane durch die Verfugbarkeit von UDP-GICNAc moduliert und erweitert
die Ergebnisse dieser Arbeit Uber die Regulierung der HA-Synthese hinaus [175]. Eine
weitere interessante Beobachtung in den durchgefiihrten Experimenten ist, dass ein
dosisabhangiger Anstieg der G-6-P- und UDP-GIcNAc-Spiegel, aber kein Anstieg der
UDP-Glukuronsaure festgestellt wurde. Dies kann durch eine schnelle Verwendung
dieses HA-Vorlaufers und eine hohe Aktivitdt der HAS-Enzyme verursacht werden, die

durch die spater beschriebenen Mechanismen ausgeldst wurden.
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41.1.2 Die mitochondriale Respiration ist metabolisch via Acetyl-CoA

an die HA-Synthese gekoppelt

Wie eine DCA-Behandlung zu einer erhdhten HA-Produktion flhrt, kann einerseits
durch die Akkumulation von HA-Vorldufern erklart werden. Andererseits deuten die
Ergebnisse dieser Arbeit noch auf einen weiteren, bisher unbekannten Zusammenhang
zwischen den reaktivierten Mitochondrien und der Synthese von UDP-GIcNAc hin. So
zeigte sich, dass die Aktivierung des PDC durch DCA zu einem deutlichen Anstieg des
mitochondrialen Acetyl-CoA fihrt, das die OXPHOS antreibt. Acetyl-CoA ist ein
zentrales Stoffwechselzwischenprodukt, dessen Konzentration in verschiedenen
subzelluldren Kompartimenten den allgemeinen energetischen Zustand der Zelle
widerspiegelt. Im Allgemeinen wird die Mehrheit des zellularen Acetyl-CoA in der
mitochondrialen Matrix im Rahmen des oxidativen Stoffwechsels von glykolytischem
Pyruvat, freien Fettsauren, verzweigten Aminosauren oder Ketonkérpern innerhalb des
TCA-Zyklus verstoffwechselt [176]. Im TCA-Zyklus wird als Zwischenprodukt Zitrat
gebildet. Dieses kann Uber den CiC in das Zytosol zurlickgefihrt und durch CL in
Oxalacetat und zytosolisches Acetyl-CoA umgewandelt werden (Abbildung 29) [177].
Die Hemmung von CL durch entweder Interferenz-RNA oder pharmakologische
Inhibitoren flihren zu einem Wachstumsstillstand bei Tumorzellen, sowohl in vitro als
auch in vivo [176, 178]. Im menschlichen Lungenadenokarzinom Kkorreliert die
Expression von  phosphorylietem CL  positiv. mit  Progressionsstadium,
Differenzierungsgrad und Prognose [179]. Eine direkte Verbindung zwischen der
Reaktivierung des TCA-Zyklus und eine daraus resultierende Akkumulation des
zytosolischen Acetyl-CoA und der HA-Vorlaufer oder der HA-Synthese waren bis zu
dem Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit unbekannt. In der Literatur beschrieben war
lediglich, dass Glucosamin-6-Phosphat-N-Acetyltransferase 1 (GNA1) die Ubertragung
einer Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf Glucosamin-6-Phosphat katalysiert, welches
ein Zwischenprodukt in der HA-Vorlaufer UDP-GIcNAc-Biosynthese ist (Abbildung 29)
[180], jedoch war der Ursprung des Acetyl-CoA fir diese Reaktion unbekannt.
Basierend auf dieser Grundlage wurde auch in den KYSE-410-Zellen unter Stimulation
mit DCA die Acetyl-CoA-Konzentration untersucht. Die Acetyl-CoA-Menge stieg
dosisabhangig durch die DCA-Behandlung an. Dieser Effekt konnte durch Hemmung
der CL vollstandig aufgehoben werden. DarlUber hinaus flihrte die Hemmung des
zytosolischen Acetyl-CoA durch DCA zu einer Inhibition des Resistenzmechanismus.
Die Induktion der HA-Synthese durch DCA kann durch den Inhibitor auf das Niveau der
unbehandelten Zellen herabgesenkt werden. Daraus resultiert, dass das durch die
Reaktivierung der Mitochondrien produzierte Acetyl-CoA direkt in die Herstellung neuer

HA-Vorlaufer flieRt und damit die HA-Synthese weiter antreibt. Dieser neu identifizierte
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Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Respiration und der HA-Synthese bietet
eine mechanistische Erklarung fur den HA-vermittelten DCA-induzierten Resistenz-

mechanismus von Tumorzellen.
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Abbildung 29: Schematisches Model der metabolischen Interaktion zwischen Glykolyse,
mitochondrialer Respiration und Hyaluronsaure-Synthese

Glukose wird durch den Glukose-Transporter (z.B. GLUT1) in die Zelle aufgenommen und in
der Glykolyse metabolisiert. Das entstandene Pyruvat wird durch den mitochondrialen Pyruvat-
Transporter (MPC) in die Mitochondrien beférdert und dort zu Acetyl-CoA umgewandelt. Diese
Reaktion wird durch das Enzym Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC) katalysiert. Die
Aktivitat der PDC wird von der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase (PDK) reguliert. Das Acetyl-CoA
wird in den Mitochondrien weiter im Tricarbonsaurezyklus (TCA) zur ATP-Produktion
verwendet. In den meisten Krebszellen ist dieser Signalweg inaktiv aufgrund einer
Hochregulierung der PDK und einer daraus resultierenden Inhibition der PDC. Dieser Effekt ist
charakteristisch fir hypoxische Konditionen, wird jedoch auch in Tumorzellen in der
Anwesenheit von Sauerstoff beobachtet. Dabei wird das vorhandene Pyruvat zu Laktat

reduziert und anschlieRend durch den Monocarboxylat-Transporter (z.B. MCT1) exportiert. Eine
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Inhibition der PDK durch DCA flhrt zu einer Wiederherstellung der mitochondrialen oxidativen
Phosphorylierung (OXPHOS). Infolgedessen steigt die Zitrat-Konzentration in den
Mitochondrien. Das Zitrat wird dann vom Zitrat-Carrier (CiC) ins Zytosol transportiert und von
der ATP-Zitrat-Lyase (CL) zu Acetyl-CoA umgewandelt. Die Reaktivierung der mitochondrialen
Respiration scheint zu einer Initiierung Caspase-abhangiger Apoptose in Krebszellen zu fiihren.
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese Aktivierung auch einen Anstieg der HA-Vorlaufer N-
Acetyl-Glucosamin-Phosphat  und  Glukose-6-Phosphat  (G-6-P)  hervorbringt.  Die
Phosphofruktokinasen 1,2 (PFK1,2) katalysieren das Gleichgewicht zwischen G-6-P und
Fruktose-6-Phosphat (F-6-P). Zusatzlich wurde eine Hochregulierung der O-GIlcNAc-
Transferase (OGT) vermittelten GlcNAcysierung von Proteinen (z.B. HAS) beobachtet. Beides
resultiert in einer Erhdhung der extrazellularen HA-Konzentration, die dann eine verstarkte
CD44- und RHAMM-vermittelte Signaltransduktion und somit eine Inhibition der Apoptose zur
Folge hat. Die Hyaluronsaure-Synthese kann durch 4-Methylumbelliferon (4-MU) blockiert

werden, wodurch das anti-apoptotische Signal unterbunden wird (angepasst aus [154]).

4.1.2 DCA induziert die O-GIlcNAcysierung von Proteinen

Neben der Bereitstellung von Vorlaufer-Molekulen fur die HA-Synthese verfugt UDP-
GIcNAc auch Uber das Potential, die HA-Synthese durch post-translationale
Mechanismen zu induzieren [137]. Dabei werden O-gekoppelte N-Acetylglukosamin
(O-GIcNAc)-Einheiten an zytoplasmatische, nukleare und mitochondriale Proteine
gebunden. Die O-GIcNAcysierung ist damit eine post-translationale Modifikation, die
die grundlegenden zellularen Prozesse reguliert. Trotz ihrer Haufigkeit ist die
Glykosylierung von Proteinen eine der am wenigsten verstandenen Arten von post-
translationalen Modifikationen [181]. So orchestriert die O-GIcNAcysierung eine
Vielzahl von zellularen Prozessen als Reaktion auf glykolytische Aktivitat,
einschliellich der Regulierung der Genexpression und Methylierung, des Zellzyklus,
der Zytokinese und des Zytoskeletts. Sie wird durch zellularen Stress induziert und
vermittelt Schutz vor zellularen Schaden, z.B. durch die Regulierung von DNA-
Reparaturmechanismen. Darlber hinaus ist die O-GIcNAcysierung auch ein wichtiger
Faktor, der den Stoffwechsel mit der epigenetischen Regulation verbindet [182].
Bemerkenswert ist, dass O-GIcNAcysierung und Phosphorylierung bei der
Proteinaktivierung zusammenwirken und auch ein Feedback-Cross-Talk zwischen den
beteiligten regulierenden Enzymen besteht. Eine Erhdhung der O-GIcNAcysierung
fordert mehrere altersbedingte chronische  Krankheiten, z.B. Diabetes,
neurodegenerative Erkrankungen und Krebs [183]. Da Krebszellen die Aufnahme von
Glukose forcieren, erhoht sich die gesamte O-GIcNAcysierung durch Steigerung der O-
GlcNAc-Transferase (OGT)-Aktivitat und/oder Senkung der O-GlcNAc-Konzentration.
Die Reduzierung der O-GIcNAcysierung hemmt die Tumorgenese [181]. Es konnte

bewiesen werden, dass O-GIcNAcysierung die Glykolyse in Krebszellen tUber den HIF-
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1a und sein transkriptionelles Ziel, GLUT1, reguliert wird. Humane Brustkrebsarten mit
einem hohen Anteil an HIF-1a Uberexprimieren erhdhte OGT-Konzentrationen; dies
korrelieren mit einem schlechten Krankheitsverlauf [184]. Da DCA die Konzentration
von Acetyl-CoA und UDP-N-Acetylglukosamin erhdht, konnten damit erste Indizien
gefunden werden, dass DCA auch einen Effekt auf die O-GIcNAcysierung von
Proteinen hat. Entsprechend wurde in dieser Arbeit mittels Immunohistochemie und
Immunoblot die O-GIcNAcysierte  Proteinfraktion  untersucht. Mit diesen
Analysemethoden konnte ein dosisabhangiger Anstieg der modifizierten Proteine durch
DCA festgestellt werden. Damit konnte ein weiterer metabolischer Vorteil der
Krebszellen als Reaktion auf die Behandlung von DCA identifiziert werden, der im

engen Zusammenhang mit den HA-Vorlaufern steht.

4.1.21 O-GIcNAc fungiert als Nahrstoffsensor

Zusatzlich zur HAS-Aktivierung durch die O-GIcNAcysierung hat diese post-
translationale Modifikation auch andere Funktionen. Die Rolle der O-GlcNAcysierung
als nahrstoffabhangiger Regulator der Zellfunktionen wurde kirzlich in einem
umfassenden Uberblick zusammengefasst [190]. Die Konzentration von UDP-GIcNAc
in Zellen reagiert in hohem Male auf Nahrstoffe und Stoffwechselvorgéange durch die
wichtigsten metabolischen Prozesse. Dies geschieht Uber ihre enge Verbindung zum
Glukose-, Stickstoff-, Nukleotid- und Fettsauremetabolismus. UDP-GIcNAc gilt als
idealer Sensor fur den Stoffwechselstatus der Zelle, da es Glukose, Glutamin, Acetyl-
CoA und Uridintriphosphat (UTP) bendtigt, um synthetisiert zu werden. Unter anderem
verandern Hyperglykdmie und -insulinamie die O-GIcNAcysierung oder Expression
vieler O-GIcNAc-modifizierter Proteine qualitativ und quantitativ, da sie zu einer
Verschiebung der Substrate fuhren [191, 192].

Da die Vorlaufer von HA, G-6-P und F-6-P aus friheren Schritten der Glykolyse
stammen, stehen diese in einem engen Zusammenhang. Das durch PFK vermittelte
Gleichgewicht von G-6-P und F-6-P kann direkt korreliert werden mit der
Substratverfugbarkeit fir UDP-GIcNAc oder O-GIcNAcysierung. Es konnte so auch
bewiesen werden, dass die O-GlcNAcysierung am Serin 529 der PFK1 erhoht ist,
wodurch das Enzym gehemmt und der Glukosefluss Uber den Pentosephosphatweg
umgeleitet wird. Dieser Stoffwechselschalter verleiht den Krebszellen einen selektiven
Wachstumsvorteil [183].
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41.2.2 O-GlcNAcysierung und transkriptionelle Regulation der HA-
Synthasen

Ahnlich wie bei anderen Arten von post-translationalen Modifikationen hat sich gezeigt,
dass O-GIcNAc die Aktivitat vieler Proteine beeinflusst, einschliellich Transkriptions-
faktoren, Kinasen und Kernporenproteinen [185-187]. Neben der beobachteten
metabolischen Stimulation der HA-Synthese Uber ein erhdhtes Angebot an Vorlaufern
und der post-translationalen Aktivierung durch O-GIlcNAcysierung waren auch
transkriptionelle Veranderungen an der Erhdhung der HA-Synthese unter DCA-
Behandlung beteiligt. So zeigte sich in den durchgefiihrten Experimenten, dass die an
der HA-Synthese (HAS2, HAS3), dem Katabolismus (HYAL1, HYAL2) und der
Signalisierung (CD44, RHAMM) von HA beteiligten Proteine durch DCA hoch reguliert
wird. Dieser Effekt ist entweder auf eine positive transkriptionelle
Feedbackschleife[138] oder auf einen direkten Einfluss der
Stoffwechselveranderungen durch DCA auf die Aktivitat der jeweiligen Genpromotoren
zurtckzufihren. So wurde in humanen Keratinozyten gezeigt, dass der Has2-Promotor
funktionelle Bindungsstellen flr die Transkriptionsfaktoren CREB1, RAR, SP1, STAT
und YY1 enthalt. Wird nun der UDP-GIcNAc-Gehalt in Keratinozyten durch Fitterung
mit Glucosamin erhoht, fuhrt dies zu einer Reduktion der Has2-Expression um ~50%.
Im Gegensatz dazu reduzierte die Futterung mit Mannose den zellularen UDP-GIcNAc-
Gehalt und erhdhte gleichzeitig die Has2 mRNA. Die Untersuchung der Glucosamin-
induzierten Veranderungen der an den Has2-Promotor gebundenen Transkriptions-
faktoren flhrt zu einer Akkumulation von YY1. Die Behandlung mit Mannose reduziert
die Promotorbindung von SP1 [138]. Diese Studien verdeutlichen, dass veranderte
Konzentrationen von HA-Vorlaufern die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die

Has-Promotoren und damit die Has-Transkription beeinflussen kdnnen.

Uber metabolische Effekte auf die HAS-Transkription ist wenig bekannt, allerdings
wurde beschrieben, dass ein Rickgang der Energiehomoéostase in humanen glatten
Muskelzellen eine Reduktion der HAS2-Expression Uber die AMP-Kinase verursacht
[175]. Tatsachlich wird ein grofles Ausmal an O-GIcNAcysierung in Brustkrebszellen
gefunden, das mit dem Niveau der HAS-Enzyme, der Ansammlung von Hyaluronsaure
und der schlechten Prognose in Verbindung gebracht werden kann. Das hohe Ausmalf}
der zytoplasmatischen O-GIcNAcysierung korreliert mit einer hohen Konzentration von
HA [188]. Insbesondere fir HAS3, die vorherrschende Isoform der in dieser Arbeit
verwendeten ESCC-Zelllinie, wird berichtet, dass die zytosolische Konzentration von
UDP-Glukuronsaure und UDP-GIcNAc ihre Aktivitat reguliert, indem sie das Shuttling

dieser Isoform vom Golgi zur Plasmamembran koordiniert und die O-GIcNAcysierung
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in Melanomzellen erleichtert [189]. Die starken positiven Korrelationen zwischen dem
Ausmall der O-GIcNAcysierung und dem HAS-Gehalt deuten darauf hin, dass der
Anstieg der Konzentration der HAS-Proteine auf ihre Stabilisierung durch
O-GIcNAcysierung zurlckzufihren ist [188]. Diese Wirkung auf HA ist auf die
O-GIcNAcysierung von Serin 221 zurtckzufihren, die das Enzym in der Membran
stabilisiert. Die HA-Synthasen haben aufgrund ihres Abbaus durch das 26S Proteasom
einen sehr schnellen Umsatz mit einer berechneten Halbwertszeit von 17 min. Dieser
kann durch die Glykolysierung auf 5 Std erhéht werden [175]. Zusammengefasst
induziert DCA die Produktion von HA einerseits durch eine Akkumulation der HA-
Vorlaufer und andererseits durch die Aktivierung der O-GIcNAcysierung, die die
Aktivitat der HA-Synthasen verstarkt.

4.2 Die Kombinationstherapie aus DCA und 4-MU zeigt einen
synergistischen antiproliferativen Effekt auf
osophagealen Tumorzellen

Um den metabolischen Resistenzmechanismus der HA-Synthese-Aktivierung zu
Uberwinden, wurde eine pharmakologische Hemmung der HA-Matrixsynthese durch
die niedermolekulare Verbindung 4-MU in Kombination mit einer DCA-Behandlung
getestet. Sollte die Verwendung von 4-MU zusammen mit DCA die Effizienz der Anti-
Tumortherapie verstarken, wirde dies neue Mdglichkeiten in der Bekampfung von

glykolytischen Krebsarten eréffnen.

4.2.1 Die Kombinationstherapie zeigt eine hohe Wirksamkeit auf
osophagealen Tumorzellen

Die Wirksamkeit von 4-MU im Hinblick auf die Wachstumsreduktion ist in einer Vielzahl
von Tumorzelllinien gut dokumentiert. Im Tierversuch konnte belegt werden, dass 4-
MU die Tumorprogression von z.B. Osophagus-Plattenepithelkarzinomzellen [124,
139], Hepatomzellen [193], Blasenkrebszellen [194] und Prostatakrebszellen [195]
inhibiert. Mehrere klinische Studien, einschlie3lich randomisierter Placebo-kontrollierter
Studien, ergaben eine hohe Sicherheit bei der kurzfristigen Verabreichung von
Hymecromon in zugelassenen Dosen [196, 197]. Die Verwendung von 4-MU flihrte der
Literatur entsprechend auch in den hier durchgefihrten Experimenten zu einer
Akkumulation von UDP-Glukuronsaure. Dies lasst auf eine Anhaufung des Vorlaufer-
Zuckers durch die irreversible Hemmung der UDP-Glukuronsduresynthese schliel3en.
Dadurch steht die Glukuronsaure fur die HA-Synthasen nicht mehr zur Verfugung und
kann nicht mehr in GAG-Kette eingebaut werden. Die in dieser Arbeit beobachtete

verringerte HA-Menge unter eine Behandlung mit 4-MU bestatigt das primare
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Wirkprinzip von 4-MU auf die HA-Synthese. Im Hinblick auf das Zellwachstum zeigte
sich, dass 4-MU auch hier eine Zellwachstumsreduktion induzierte und die
Sphéaroidvolumenzunahme abschwachte. Die Kombinationstherapie verstarkte
signifikant diesen Anti-Tumor-Effekt auf die ESCC-Zellen. Verglichen mit den
Basalwerten kam es zu keiner weiteren Zunahme der Zellzahl bzw. im Fall der

Spharoide sogar zu einer Verringerung der Gro3e unter das Startvolumen.

Diese Ergebnisse konnten auch in einem Maus-Tumor-Xenograft-Regressionsmodell
validiert werden [154]. Alle Behandlungen fuhrten zu einer signifikanten Reduktion des
Tumorvolumens im Vergleich zur Placebokontrolle. Allerdings fuhrte nur die
Kombinationstherapie zu einem anhaltenden Wachstumsstillstand der Tumor-
Xenografts und zu einer makroskopisch nachweisbaren Zerstérung von Tumorgewebe.
Im Einklang mit den in vitro-Experimenten ergaben histologische Farbungen eine
Erhdhung der HA-Deposition in der DCA-behandelten Gruppe, die in den 4-MU-
behandelten Gruppen aufgehoben wurde. Auch hier zeigte die Kombinations-
behandlung von DCA und 4-MU die starkste Hemmung der Zellproliferation.
Interessanterweise fiuhrte nur die Kombinationstherapie zu einem deutlichen Anstieg
der Anzahl der apoptotischen Zellen. Zusammengenommen zeigten diese
Experimente, dass die Kombination von DCA und 4-MU eine sichere und effektive

Behandlungsoption flr Speiseréhrenkrebs in vivo sein kann [154].

Die Wirksamkeit von 4-MU in Kombination mit anderen Krebstherapeutika wurde
bereits bewiesen. So erhdht 4-MU die Effektivitdt von 5-FU auf Pankreaskrebszellen in
vitro und in vivo [198]. AuRerdem konnte eine antiproliferative Aktivitat in malignen
pleuralen Mesotheliomzellen zusammen mit dem mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MEK)-Inhibitor Trametinib nachgewiesen werden [199]. Eine andere Studie zeigte,
dass 4-MU durch eine Verringerung der HA-vermittelten tumorprotektiven Wirkung die
Empfindlichkeit der Doxorubicin-Behandlung bei chronisch myelogener Leukamie
erhdhen konnte [200].

Eine andere interessante Beobachtung in der vorliegenden Arbeit ist, dass die siRNA-
Inhibition von HAS3 zu einer héheren tumorsuppressiven Wirkung von DCA fihrte als
die Verminderung der Expression von CD44 und RHAMM. Zwar sind alle drei HA-
assoziierten Proteine mit einer schlechten Prognose und Gesamtiberlebensdauer in
Verbindung gebracht worden [155, 201, 202], jedoch kann durch die Inhibition der
Rezeptoren nur die jeweilige Signalweiterleitung gehemmt werden, aber die Synthese
des aktivierenden Liganden HA wird nicht gestért. Ein Silencing von HAS3, der Haupt-
HA-Synthase in den ESCC-Zellen, verringert die HA-Produktion und damit auch die

nachgeschaltete Signaltransduktion Uber die Rezeptoren [139]. Da die Werte der
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siHAS3-Zellen mit den Ergebnissen der 4-MU behandelten Zellen korrelieren, kann der
wachstumsretardierende Effekt direkt auf die Inhibition der HA-Synthese durch 4-MU
zurtckgefihrt  werden. Inhibition von CD44 und RHAMM fihrt zu einem
abgeschwachten Ergebnis im Vergleich zu siHAS3. Dies unterstitzt die Hypothese,
dass eine direkte Inhibition der HA-Synthese eine effizientere Therapieoption sein
kénnte als die Abschwachung der Signalweiterleitung Gber die Inhibition von CD44 und
RHAMM.

4.2.2 DCA und 4-MU wirken synergistisch

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst ein Mechanismus charakterisiert, der einen
Zusammenhang zwischen OXPHOS und der erhdhten Synthese von HA verdeutlicht.
In einem nachsten Schritt wurde dieser die Tumorresistenz férdernde Mechanismus
gezielt inhibiert, indem die Aktivitdt des anti-apoptotischen HA-Systems gehemmt

wurde.

Ein therapeutischer Synergismus liegt vor, wenn eine Kombinationsbehandlung eine
verbesserte Therapie im Vergleich zur besten Einzeltherapie bietet. Auf Grundlage
dieser Definition ist es mdglich, experimentelle Untersuchungen zu entwickeln, um
synergistische ~ Kombinationen = zu  erkennen  [203]. Der resultierende
Kombinationsindex-(Cl) von Chou-Talalay bietet eine quantitative Definition flr additive
Wirkung (Cl = 1), Synergismus (CI < 1) und Antagonismus (CI > 1) in Medikamenten-
kombinationen [150]. Es ist zu beachten, dass neben Dosierungskombination, das
Stimulierungsintervalls, die sequenzielle Behandlung und auch die pharmazeutische
Konfektionierung die Wirkung der Medikamenten-kombination beeinflussen kann [204].
DCA wurde bereits im Zusammenhang mit anderen Anti-Krebstherapien auf
Wirksamkeitssynergismen untersucht. DCA demonstrierte in Kombination mit
Salinomycin, einem Polyether-Antibiotikum [205], platinbasierten Medikamenten,
Carboplatin, Satraplatin, JM118 und Oxoplatin [206], und Metformin [207] sowie noch
einigen anderen Substanzen einen therapeutischen Synergismus. Jedoch wurde DCA
nur als Wirkverstarker schon bestehender Krebsmedikamente und nicht, wie in der

vorliegenden Arbeit, hinsichtlich des eigenen Wirksamkeitsverlusts untersucht.

Die tumorsuppressive Wirkung von DCA beruht auf einer Reaktivierung der
mitochondrialen Atmung der Krebszellen, die einen Efflux von Zytochrom C sowie
anderer proapoptotischer Molekille aus den Mitochondrien zur Folge hat, wodurch die
Apoptose der Zellen induziert wird [125]. Die Effektivitat der DCA wird durch den
Resistenzmechanismus gehemmt, da HA zur Aktivierung von tumorprotektiven
Signalwegen fuhrt [161, 162]. Neben der HA-Synthese-Inhibition kann 4-MU zur
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Induktion der Apoptose durch PARP-Degradierung und zum Verlust des
Membranpotenzials der Mitochondrien fuhren. Dadurch fuhrt 4-MU zu einer Erhéhung
der p53-mRNA-Expression und der mitochondrial induzierten Apoptose [56]. Durch
eine Kombinationstherapie kommt es durch eine Hemmung des HA-vermittelten
Resistenzmechanismus, so dass die Wirkung der DCA nicht weiter abgeschwacht wird.
Zusatzlich kommt es zu einem Verlust der tumor-protektiven Signalwege via CD44 und
RHAMM. Dieser Zusammenhang erklart den Synergismus der beiden Therapien und

sollte in zukinftigen klinischen Studien weiter untersucht werden.

4.2.3 DCA ist effektiver in 3D- als in 2D-Zellkulturen

Interessanterweise zeigte sich in den Versuchen in dieser Arbeit, dass gleiche DCA-
Konzentrationen in 3D-Versuchen eine hoéhere Effektivitdt aufwiesen als in 2D-
Kulturen. In 3D-Zellkulturen fuhrte die DCA-Behandlung innerhalb kurzer Zeit zu einer
signifikanten Volumenreduktion und zu einer Induktion der Apoptose. Dies deckt sich
mit Berichten, dass DCA eine unterschiedliche Wirksamkeit in vitro und in vivo haben
kénnte [164]. Die Vorteile von 2D-Kulturen sind mit einer einfachen und
kostengunstigen Erhaltung der Zellkultur und der Durchfihrung von funktionellen Tests
verbunden. Leider haben adharente Kulturen auch zahlreiche Nachteile. 2D-kultivierte
Zellen ahmen nicht die natiirlichen Strukturen von Geweben oder Tumoren nach, die
besonders bei Untersuchungen der Tumormatrix wichtig sind. Bei dieser
Kulturmethode werden zellulare und extrazellulare Wechselwirkungen nicht so
dargestellt, wie sie in der Tumormasse vorhanden waren. Diese Wechselwirkungen
sind verantwortlich fir Zelldifferenzierung, Proliferation, Vitalitat, Expression von Genen
und Proteinen, Reaktionsfahigkeit auf Stimuli, Medikamentenstoffwechsel und andere
Zellfunktionen [208, 209]. Das Konzept der 3D-Strukturen basiert auf der Etablierung
von spharoidischen Strukturen, in denen Zellen verschiedene Schichten bilden. Diese
Struktur imitiert die physikalischen und biochemischen Eigenschaften einer soliden
Tumormasse. Mittels 3D-Zellkulturmodellen kénnen in vivo Gewebestrukturen in einer
kleinstmdglichen Skalierung nachgebildet werden und damit einfach untersucht werden
[210]. Im Vergleich von 2D- und 3D-Zellkulturen in der vorliegenden Arbeit
demonstrierten die Spharoide eine starke Hochregulation der Expression von PDK und
LDHA, was darauf hindeutet, dass die Glykolyse in diesem Modell aktiver ist, was eher
der physiologischen Tumorentwicklung entspricht. Diese Beobachtung steht im
Einklang mit der Tatsache, dass multizellulare Tumor-Spharoide als reprasentativeres
Modell fiir die Hypoxie bei soliden Tumoren angesehen werden, eine Bedingung, die
mit der Aktivierung der aeroben Glykolyse verbunden ist [211]. Dartber hinaus wurde

mit den durchgeflhrten Untersuchungen erstmals gezeigt, dass 3D-Wachstum auch
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eine starke transkriptionelle Induktion von HAS3 verursacht. Dies kann die Folge einer
verstarkten Synthese der Tumormatrix sein, wird aber wahrscheinlich auch einen
wichtigen Uberlebensfaktor in der fortgeschrittenen Karzinogenese darstellen.
Tatsachlich fuhrte nur das Hemmen beider Signalwege tUber Glykolyse und HA mit der
Kombination von DCA und 4-MU zu einer Verkleinerung der Tumor-Spharoide
unterhalb des Anfangsvolumens. Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin,
dass die Interaktion zwischen EZM und Tumormetabolismus von wesentlicher

Bedeutung fur die Karzinogenese ist.

4.3 Limitationen und Ausblick

Eine Einschrankung dieser Arbeit ist, dass die Ergebnisse mit nur einer Tumorzelllinie
erzielt wurden. Jedoch wurden die Auswirkungen von DCA auf die Reaktivierung der
Mitochondrien und die nachfolgende Hemmung des Tumorwachstums bereits in einer
Vielzahl von Tumormodellen in vitro und in vivo gezeigt [212-216]. Da die
wiederhergestellte mitochondriale Aktivitdt hdchstwahrscheinlich zu einer erhdhten
Acetyl-CoA-Produktion im Allgemeinen fihrt, wird der beschriebene Mechanismus
voraussichtlich auch fir andere Zelltypen gltig sein. Da 4-MU auch bei einer Vielzahl
von Tumorzelltypen die HA-Synthese und damit das Tumorwachstum hemmen kann
[124, 154, 217, 218], kann davon ausgegangen werden, dass es den gleichen
Synergismus mit DCA auch in anderen Zelltypen aufweisen wirde. Zur Verifizierung

sollte dieses Konzept in anderen Tumorentitaten und -modellen Gberprift werden.

Noch zu beweisen ist der Effekt von der O-GlcNAcysierung auf die Aktivierung der HA-
Synthasen. Die durchgefihrten Versuche bewiesen zwar, dass die O-GIcNAcysierung
durch DCA erhoht wird, jedoch konnte bis jetzt noch keine zielgerichtete Aktivierung
der HA-Synthasen demonstriert werden. Um dies zu untersuchen, miusste die
intrazellulare HAS-Fraktion isoliert und dann der prozentuale Anteil der O-
GIcNAcysierten HA-Synthasen durch eine sogenannte Peptide-Pull-Down-Analyse

quantifiziert werden.

Im Hinblick auf neue Strategien zur Krebstherapie zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass die HA-vermittelte Tumorresistenz durch 4-MU wirksam bekampft werden kann
und 4-MU deshalb ein vielversprechender Partner im Rahmen der metabolischen
Krebstherapie werden kdnnte (Abbildung 29). Da 4-MU in vielen Landern fur biliare
Dyskinesie zugelassen ist, kdonnen die Ergebnisse dieser Arbeit in zukunftigen
klinischen Studien verwendet werden, um den therapeutischen Wert dieser
Kombination fur die metabolische Krebstherapie zu testen. Damit bilden die Ergebnisse

dieser Arbeit die Grundlage flr weitere Untersuchungen Uber die Auswirkungen des
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Tumorstoffwechsels auf die Tumormikroumgebung und fir die Erprobung dieser

Kombination in klinischen Studien.
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5 Schlussfolgerung

DCA hat in den vergangenen Jahren in der wissenschaftlichen Fachwelt grofie
Aufmerksamkeit erregt, da es selektiv Apoptose in Krebszellen induziert und dabei
wenig Effekt auf das umliegende Gewebe ausibt. Obwohl klinische Studien ein
insgesamt gutes Sicherheitsprofil von DCA beim Menschen bestatigen, erweist sich die
periphere Neuropathie als die wichtigste Nebenwirkung, die oft eine Dosisreduktion
erfordert, was zu einem Verlust der Wirksamkeit fihrt. Um einen mdglichen
Resistenzmechanismus  unter Einbeziehung der Tumormikroumgebung zu
identifizieren, wurden die Auswirkungen einer DCA-induzierten mitochondrialen
Reaktivierung auf das anti-apoptotische HA-System untersucht. Diese Arbeit zeigt zum
ersten Mal, dass die durch die reaktivierte OXPHOS induzierten Stoffwechsel-
veranderungen zu einer ausgepragten Aktivierung der HA-Matrixbildung fuhrten. Dies
geschieht durch eine Erhéhung des HA-Vorlauferpools und der O-GIcNAcysierung von
Proteinen wie der HA-Synthase, was wiederum das Uberleben der Tumorzellen
unterstitzt. Zusatzlich wurde zum ersten Mal eine direkte Verbindung zwischen dem
mitochondrialen TCA-Zyklus und der Synthese von UDP-GIcNAc Uber zytosolisches

Acetyl-CoA nachgewiesen.

Dieser Resistenzmechanismus kann durch den oral verfligbaren HA-Synthese-Inhibitor
4-MU gehemmt werden, der eine starke synergistische Wirkung mit DCA aufwies. Die
Synergie dieser Medikamenten-Kombinationen kann auf die Verbindung der beiden
inhibierten  Signalwege und die Hemmung des sich hieraus ergebenden
Resistenzmechanismus erklart werden. So wird durch DCA eine mitochondrial-
induzierte Apoptose aktiviert und durch 4-MU werden die HA-vermittelten Tumor-
protektiven Signalwege unterbunden. Zusatzlich wird durch eine HA-arme EZM die

Diffusion von Chemotherapeutika erleichtert und die effektive Dosis verringert.

Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Kombination dieser beiden oral
verfugbaren Substanzen mit einem guten Sicherheitsprofil am Menschen in klinischen
Studien weiter untersucht werden sollte. Diese Uberlegungen kénnten auch fiir andere
Pathologien wie septischen Schock [219], Diabetes mellitus und Hyperlipoproteinamie
[103] sowie pulmonale arterielle Hypertonie und andere Krankheiten gelten [220].
Zusatzlich kénnen die hier aufgeklarten Mechanismen Uber eine erhdhte
O-GIcNAcysierung von Proteinen auch Folgen fur zellulare Prozesse uber die HA-

Matrix-Regulation hinaus haben.
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6 Summary

Aerobic glycolysis is a unique feature of tumor cells that entails several advantages for
cancer progression such as resistance to apoptosis. The small molecular compound
Dichloroacetate (DCA) is a pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) inhibitor, which
restores oxidative phosphorylation and induces apoptosis in a variety of cancer entities.
However, clinical studies have shown that its therapeutic effectiveness is limited by
insufficient therapeutic efficacy and dose-dependent side effects as is observed with
other metabolic approaches. Further research is needed to identify the underlying
mechanisms as a basis for the development of concepts and drugs that allow
overcoming these limitations. This work focused on the hyaluronan rich tumor
microenvironment, which supports tumor survival by activation of anti-apoptotic
signaling cascades via HA receptors. Elevated N-acetyl-glucosamine and glucose-6-
phosphate levels in response to mitochondria reactivation were identified as a cause
for a dose-dependent activation of the HA system under DCA treatment. Based on this
finding, the combination of DCA with the HA synthesis inhibitor 4-Methylumbelliferon
(4-MU) was evaluated for enhancing its efficacy in 2D and 3D cell cultures. The results
show that HA synthesis inhibition exhibits pronounced synergistic actions with DCA
treatment on esophageal tumor cell proliferation and survival suggesting the
combination of these two strategies as an effective anticancer therapy. These findings
lay the basis for further research on the impact of tumor metabolism on the tumor

microenvironment and for testing this combination in clinical studies.
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