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Referat und bibliographische Beschreibung

Einleitung: Verdnderungen der respiratorischen Mitochondrienfunktion priagen  den
Energiemetabolismus in Tumoren. Respirometrische Untersuchungen mitochondrialer
Parameter an normalen und pathologisch verianderten Geweben werden schon seit einiger
Zeit durchgefiihrt. Um spezifische Verdnderungen der mitochondrialen Atmung in
Tumorgeweben detektieren zu konnen, miissen immer Vergleiche mit den gesunden
Ausgangsgeweben erfolgen.

Material und Methoden: Es wurden neurologisch etablierte Untersuchungsmethoden an
Tumorzellen und —geweben durchgefiihrt, wie die hochauflosende Respirometriec und die
Enzymdiagnostik. Untersucht wurden 11 Skelettmuskeln von Ratten, die als Normalgewebe
mit pathologisch verdndertem Tumorgewebe verglichen wurden. Als pathologisch
verdndertes Gewebe diente ein implantierter Experimentaltumor das RI1H-
Rhabdomyosarkom. Die Permeabilisation der Zellmembranen erfolgte bei beiden
Gewebearten mittels der skinned fiber- Technik. Die respirometrischen Messungen wurden
mittels der multiplen Substrat- Inhibitor- Technik durchgefiihrt. Die OXPHOS- Kapazititen
wurden respirometrisch sowie photospektrometrisch- enzymatisch bestimmt und zusétzlich
wurden die zytosolischen glykolytischen Markerenzyme gemessen.

Ergebnisse: Zunidchst wurden an 11 Ratten respirometrisch die Atmungsraten der R1H-
Rhabdomyosarkome am Oxygraphen bestimmt. Die Atmungsaktivitit am Komplex I war im
R1H-Tumor gegeniiber dem Skelettmuskel deutlich verringert (0,56 + 0,28 nmolO,/mg/min
vs. 2,32 + 1,19 nmolO,/mg/min, p<0,0001). Ebenfalls verringert waren die Atmungsaktivitét
am Komplex II (1,00 + 0,29 nmolO,/mg/min vs. 1,55 + 0,63 nmolO,/mg/min, p<0,001)
sowie die SRPR ist im Tumor (56 + 25% vs. 145 + 56 %, p<0,001). Dies wurde durch eine
erhohte Rotenon- insensitive NADH- Oxidation in Bezug zur Gesamtaktivitit des Komplex I
gestiitzt (R1H-Rhabdomyosarkom 15 + 8% vs. Rattenmuskel 80 + 7%, p<0,001).

Diese Ergebnisse wurden mit der Photospektrometrie iiberpriift. Es zeigte sich eine besondere
Aktivitidtsabnahme der CS im R1H gegeniiber dem Muskel (7,1 + 2,4 U/g vs. 15 + 2,8 U/g
Trockengewicht, p<0,001). Des Weiteren wurde ein Anstieg des Verhiltnisses COX/ CS in
den R1H- Tumoren gesehen (71 + 30 vs. 60 + 17, n. s.). Das Verhéltnis der Enzymaktivitéten
der Komplexe II+I1I/CS nahm leicht im R1H zu (31 + 19 vs. 23 + 7, n. s.). Dagegen kam es
zur Abnahme der Enzymaktivititen der R1H, wenn man die Verhiltnisse der Komplexe
I+II/CS (3 + 4 vs. 4 +2,n.s.)und I/CS (6 + 3 gegen 12 + 4, p< 0,018) bildet. Bestimmt
man die SRNO, so ergab sich eine messbare Abnahme im R1H-Tumor (13 + 11 % vs. 22 +
13%, n.s.). Weiterhin wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Atmungsraten
von 9 Proben aus dem Tumorrand und 9 Proben aus dem Tumorzentrum aus 2 Tumoren
verglichen. Die mittlere Atmungsaktivitdt im Komplex I war im Randbereich gegeniiber dem
Tumorzentrum leicht verringert (16,8 + 6,7 J-Oy/mg/min vs. 20,2 + 3,1 J-O,/mg/min).
Ebenfalls verringert war die Atmungsaktivitit im Komplex II im Randbereich (19,2 + 5,2 J-
O,/mg/min vs. 20,7 + 2,9 J-O,/mg/min) und die SRPR (88,2 + 15% gegen 97 + 11 % gegen
93 + 9 %). Die Ergebnisse zeigten somit eine diskret verringerte Atmungsrate der Komplexe
I und II im Randbereich gegeniiber dem nekrotischen Tumorzentrum.

Schlussfolgerungen: Die angewandten Techniken ermoglichen es, reproduzierbar und
verifizierbar die Funktionen der OXPHOS in Tumoren und auch in gesunden Geweben zu
priifen. Zudem konnten spezifische respirometrische Defekte in den Tumormitochondrien
bewiesen werden.

Pelz, Tanja: Respiratorische  Mitochondrienfunktion in  implantierten  R1H-
Rhabdomyosarkomen im Vergleich zu normalen Skelettmuskeln der Ratte.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 65 Seiten, 2007
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Abkiirzungsverzeichnis

Gemall der internationalen Konvention sind Gene kursiv und Proteine

Substrate nicht kursiv gesetzt.

sowie

Abkiirzung | Name

ADP Adenosindiphosphat

Ant-1 Gen

Anti A Antimycin A

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Komplex V der Atmungskette
Bcel B- Cell Leukédmie- Protein
CAT Atractylatatmung

CoQ Coenzym Q, Synonym: Ubichinon
COX Cytochrom c- Oxidase

CO, Kohlendioxid

CS Citratsynthase

DCPIP Dichlorphenolindophenol
DNA Desoxyribonukleinsdure

CPT Carnitin- Palmityltransferase
DMSO Dimethylsulfoxid

DTNB 5,5'-Dithio- 2-Nitrobenzolsdure
EDTA Athylendiaminessigsiure

FAD Flavin- adenin- dinukleotid
G6P Glukose- 6- Phosphat

HCL Salzsédure

HEPS Hochenergetische Pufferlosung
HK Hexokinase

H,0; Wasserstoffperoxid

K Komplex der Atmungskette
KSS Kearn- Sayre- Syndrom

LDH Laktatdehydrogenase

MELAS Metabolische Enzephalopathie, Laktatazidose, Schlaganfallneigung

mevli-

Gen



MgCl, Magnesiumchlorid

mRNA Messanger RNA

mtDNA Mitochondriale DNA

NAD+ Nikotinamid- adenin- dinukleotid
NADPH Nikotinamid- adenin- dinukleotid- phosphat
NCP Nicht- kollageniertes Protein
nDNA Nukledre Desoxyribonukleinsiure
ND mtDNA- Gen

NDUFVI-4 |nDNA- Gene

O, Sauerstoff

OXPHOS Oxidative Phosphorylierung

P Phosphat

p Protein

PDH Pyruvatdehydrogenase

PEO Progressive externe Ophthalmoplegie
PGI Phophoglukoisomerase

PO, Sauerstoffpartialdruck im Gewebe
PT Permeability transition Pore

Pyr Pyruvat

RCI Flux- Kontrollindex

rRNA Ribosomale Ribonukleinsédure
ROS Reaktive Oxygen Spezies

Rot Rotenon

SDH Succinatdehydrogenase

SPSS Statistikprogramm Microsoft
SRNO Succinat- bezogene NADH- Oxidation
SRPR Succinat- bezogene Pyruvatatmung
Suc Succinat

SURF1 Gen der COX

S>,H Substrat- Wasserstoff

tRNA Transfer- Ribonukleinsédure

ucCp Entkopplerprotein




1 Einleitung

Tumorzellen haben eine Neigung zur Glykolyse unter aeroben Bedingungen. Dies ist
seit langem Anlass, die Beteiligung der Mitochondrien an der Tumorgenese zu
untersuchen. Otto Warburg gelang es erstmals nachzuweisen, dass Verdnderungen an
den Mitochondrien in der Pathogenese von Tumoren auftreten (Warburg 1956). Seit
dieser Zeit konnten zahlreiche Untersuchungen eine Reihe von spezifischen
Unterschieden in den Stoffwechselwegen der Tumorzellen im Vergleich zu ihren

Ursprungszellen zeigen.

1.1 Entstehung der Mitochondrien

In der Evolution hat die Bereitstellung von Adenosintriphosphat (ATP) durch die in
den Mitochondrien stattfindende Zellatmung erst seit der Zunahme des
atmosphérischen Sauerstoffgehaltes essentiellen Charakter. Unter den zuvor
herrschenden anaeroben Bedingungen wurde die Energiebereitstellung und -
konservierung allein iiber die Glykolyse realisiert. Die symbiotische Verschmelzung
von kernhaltigen anaeroben Zellen mit kernlosen Zellen, die unter aeroben
Bedingungen leben konnen, fiihrte erstmalig zur Zellatmung unter aeroben
Bedingungen in kernhaltigen Zellen und auch zum Vorhandensein von zwei DNA-
Anteilen unterschiedlicher Herkunft in einer Zelle, die mittels multipler
Stoffwechselwege zu einer Kommunikation und Interaktion gezwungen waren. Uber
die Zeit wurden immer mehr DNA-Abschnitte aus den Mitochondrien in den Zellkern
verlagert, so dass der DNA-Gehalt der Mitochondrien (mt-DNA) heute

verschwindend gering ist.

1.2 Aufbau und Funktion der Mitochondrien

Die Mitochondrien sind als , Kraftwerke* Bestandteil sdmtlicher eukaryontischer
Zellen mit Ausnahme reifer Erythrozyten. Der Begrift des ,,Mitochondrion* wurde
erstmals 1898 von Carl Benda (1857 bis 1932) als Terminus eingefiihrt, wobei sich
das Wort aus der griechischen Sprache: mitos= Schleife und chondrion= K&érnchen

ableitet (Benda 1898). In Abhdngigkeit von der Zellart nehmen Mitochondrien 3%
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bis 25% des Zellvolumens ein und sind in der Lage, selbstindig durch das
Zytoplasma der Zelle zu wandern. Mitochondrien kénnen in ithrer Groe (mittlerer
Durchmesser 0,5-1pum und mittlere Lange etwa 1 bis Sum, somit lichtmikroskopisch
erkennbar) und Form (kugel-, stab- oder fadenférmig, manchmal verzweigt)
variieren, besitzen jedoch alle die gleiche grundlegende Struktur, Abbildung 1. Sie
werden nach auflen begrenzt von einer glatten, wie ein Phospholipid- Bilayer
aufgebauten, ca. 7 nm dicken Doppelmembran. Fiir Produkte des Stoffwechsels ist
die AuBBenmembran frei permeabel (passiv). Sie enthdlt jedoch auch Proteine, wie
z.B. Porine, die als Kanile durch die Membran ziehen und so die Dichtheit der
Membran stirken oder lockern konnen (aktiver Transport). Demgegeniiber ist die
innere Membran, die statt Cholesterin (dhnlich wie in Bakterienzellen) Cardiolipin
enthdlt, fiir lonen und andere kleine Molekiile undurchldssig, sofern nicht
spezialisierte Transportproteine die Permeabilitdt ermdglichen (Bernardi 1999). Aus
der Innenmembran ragen schlauchformige (Tubuli), blattformige (Christae) oder
sackformige (Sacculi) Einstiilpungen in den Innenraum (Matrix) des Organells und
vergroflern so erheblich die Membranoberfliche. Die metabolische Aktivitit einer
Zelle hingt von der Anzahl der Mitochondrien und der Auspragung dieser Christae
ab. So haben Zellen mit groBer metabolischer Aktivitit, wie z.B. Herzmuskelzellen,
viele und gut entwickelte Mitochondrien. Durch die Christae wird eine doppelte
Kompartimentierung im Inneren der Mitochondrien geschaffen, die zwischen der
AuBen- und Innenmembran das nichtplasmatische Kompartiment
(Intermembranraum) und innerhalb der inneren Membran das plasmatische

Kompartiment (Matrixraum) bildet, Abbildung 1.

Die Matrix enthélt neben Proteinen, Ribosomen und Lipiden eine variable Anzahl
von mtDNA- Molekiilen mit ungefdhr zwei bis zehn Kopien. Wie schon
vorbeschrieben, wird weithin angenommen, dass die Mitochondrien urspriinglich
Bakterien waren, die nach Erh6hung des Sauerstoffes in der Atmosphire, mit den
sich entwickelnden Eukaryontenzellen eine Symbiose ihrer Stoffwechsel eingegangen
sind. Es kam zum Austausch der beiden eigenstdndigen DNA’s (nDNA und mtDNA),
wobei der iliberwiegende DNA- Gehalt von den Mitochondrien an den Nukleus
abgegeben wurde. Daraus ergibt sich eine enge funktionelle Synthese von mt- und
nDNA. Die mtDNA wird fast ausschlieBlich (99%) maternal vererbt. Die mtDNA ist

doppelstrangig, sehr kompakt, ohne Exons und mit nur wenig Introns ausgestattet.



Eine komplette Sequenzierung der mtDNA gelang erstmals Anderson et al. (1981).
Die humane mtDNA besteht aus 16 569 Basenpaaren. Die Mitochondrien setzen sich
aus mehr als 800 unterschiedlichen Proteinen zusammen, von denen lediglich 13
Proteine im Mitochondrium selbst synthetisiert werden. Diese 13 Proteine sind alle
Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette (OXPHOS). Fiir ihre Herstellung
sind zusétzlich 220 vom Zellkern kodierte Proteine erforderlich. Ungefdahr 150
mitochondriale Proteine haben noch eine unbekannte Funktion (Sickmann et al.
2003). Des Weiteren werden von der mtDNA zwei mitochondriale RNA-Arten
kodiert (2 rRNAs, 22 tRNAs). Nur ein Teil der Proteinsynthese der Mitochondrien
lauft {iber spezielle mitochondriale Ribosomen. Die iiberwiegende Anzahl
mitochondrialer Proteine wird an zytoplasmatischen Ribosomen, die sich strukturell
von den mitochondrialen Ribosomen unterscheiden, mit Hilfe eines Signalpeptides
gebildet und dann iiber spezielle Kanile, die TIM und TOM- Komplexe, in die
Mitochondrien geschleust (Pfanner & Meijer 1997).

Die Innenmembran enthdlt fiinf Komplexe, die so genannten integralen
Membranproteine. Vier von ithnen bilden die Atmungskette (OXPHOS): Komplex I,
I und III beliefern die Cytochrom c- Oxidase (COX) mit Elektronen fiir die
Reduktion des Sauerstoffs. Die Komplexe I, III und COX verwenden die Redox-
Energie fiir das Pumpen von Protonen (H') vom Matrixraum in den
Intermembranraum entgegen des elektrochemischen Gradienten (? ? ), mit der Folge
des Absinkes des pH in diesem Intermembranraum. Die angehiuften H' flieBen dann
entlang des ? ? - Gradienten durch den Komplex V (ATPase, FoF;- Synthase) wieder
in die Mitochondrienmatrix zuriick. ADP wird zu ATP phosphoryliert. Zusitzlich
wird dieser Gradient fiir energieabhingige Substrattransporte iiber zahlreiche
Translokatoren in den Mitochondrien gebraucht. Leckstellen (leaks) der
Innenmembran, z.B. durch aktivierte Entkopplerproteine (UCP) oder gedftnete
Permeabilitits- Poren (permeability transitions), die die Protonen zuriick in die
mitochondriale Matrix flieBen lassen, verringern die Ausbeute an ATP (Bernardi
1999, Ricquier & Bouillaud 2000). Dieser Protonenriickfluss vermindert zwar das
77, aber reaktiviert auch wieder die Atmungskette. Zusammen mit dem aktiven,
ununterbrochenen Herauspumpen von Protonen durch die Atmungskettenkomplexe I,
III und COX wirkt der Riickfluss der Protonen als ein ineffizienter Kreislauf, der

Wirme produziert.



Die origindre Aufgabe der Mitochondrien besteht in der ATP- Produktion zur
Energiebereitstellung fiir die verschiedenen Stoffwechselleistungen. Mit der
Oxidation von Substraten des Zitratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung
(OXPHOS) erzeugen die Mitochondrien die Hauptmenge des energieliefernden ATP,
das fiir die normale Zellarbeit lebensnotwendig ist. Des Weiteren werden
Aminosiuren, Fettsduren, Steroide und Harnstoff in den Mitochondrien metabolisiert.
Seit einiger Zeit sind weitere spezifische Aufgaben der Mitochondrien bekannt
geworden. So nehmen Mitochondrien spezielle Funktion in der Ca®" - Regulation
sowie in der Biosynthese der Orotsdure ein (Eichler & Schertel 1988, Jockel et al.
1998, Loffler et al. 1997). Einige wichtige anabole Enzyme sind in den
Mitochondrien lokalisiert, wie z.B. die Dihydrorotat- Dehydrogenase, die an der
duBeren Seite der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert und fiir die
Nukleotidsynthese notwendig ist (Loffler et al. 1997). Zudem besitzen Mitochondrien
eine Schliisselrolle als Sensor und Ausloser in den Pathways der Apoptose und
Nekrose (Green & Reed 1998). Dies dokumentiert die Komplexitit der Interaktionen

zwischen den Mitochondrien und den anderen Zellbestandteilen.

Apoptosis

Activated caspases
cytc d

Apaf-1 active

Lactate

MAD
LDH
NADH
Glucose

Pyruvate
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| Citrate
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-keta glutarst
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http:fiwww.mitomap.org/MITOMAP/mito_apop.pdf
Copynght 2002 @ Mitomap.org
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Abbildung 1. Darstellung eines Mitochondriums einer  Sdugerzelle.
Zusammenhang zwischen der Energieproduktion, der ROS- Erzeugung und der
Apoptose (MITOMAP 2005).Im dunkleren Rot wird das zwischen der Au3en- und
Innenmembran befindliche so genannte nichtplasmatische Kompartiment und im
helleren Rosa, das innerhalb der Innenmembran befindliche plasmatische
Kompartiment, die Matrix, dargestellt.



1.3 Bedeutung der Mitochondrien in Tumoren

Tumorzellen weisen im Vergleich zu Normalzellen einen verdnderten Stoffwechsel
auf. Otto Warburg (1966) beschrieb, dass ,,die letzte Ursache des Krebses ... der
Ersatz der Sauerstoffatmung der Korperzellen durch die Gérung® sei. Dabei fand er
heraus, dass ,,zum Krebsstoffwechsel nicht nur die zu grofe Gérung, sondern auch
eine zu kleine Atmung® gehore (Warburg 1965). Die Fermente der Atmung wiirden
von ihren Substraten ,.entkoppelt“ und bedingen so die Karzinogenese. Bei
ausreichendem Glukose- und Sauerstoffangebot stellen Tumoren zu 95% auf
Glykolyse um, aus der dann der iiberwiegende Teil des bendtigten ATP generiert
wird (Reitzer et al. 1979). Der in der Energiegleichung wesentlich effizientere Weg
der ATP- Gewinnung tber die OXPHOS der Atmungskette wird somit in
Tumorzellen nur zu ungefidhr 5% beschritten (Rossingol et al. 2004). Daher sind
Tumoren von der Anwesenheit von Sauerstoff weitestgehend unabhéngig. Dies ist ein
gravierender Unterschied zu Normalzellen, bei denen eine Ischdmie oder lidnger
dauernde Hypoxie regelhaft in den Zustand der energetischen Depression miindet und

zur Einleitung von Apoptose oder Nekrose fiihrt (Gellerich et al. 2003).

Verglichen mit Normalzellen ist von den Mitochondrien in Tumorzellen bekannt,
dass sie sich in ithrem Aussehen, ihrer Grofle und Dichte unterscheiden. Beobachtet
wurde vor allem eine Abnahme ihrer Zahl (Cuezva et al. 2002). Doch auch
Zunahmen wurden registriert, was als Anpassungszustand an den verdnderten
Energiestoffwechsel bei maligner Progression gedeutet wurde (Kim et al. 2004). Dies
ist moglicherweise auch eine Folge der Verschiebung der Relation von aerober
Atmung zur aeroben Glykolyse in den Tumoren. In der iiberwiegenden Mehrzahl
zeichnen sich Tumoren als ein Ort mit stark erhohter Glukosespeicherung und
erhohtem Glukoseumsatz aus, wodurch eine Hemmung der endogenen Atmung
eintritt. Erstmals wurde dieses Phdnomen von Herbert G. Crabtree (1929)
beschrieben und nach ihm ,,Crabtree effect benannt. Anderen Autoren gelang es,
dieses Phinomen auch in Normalzellen nachzuweisen, wobei all diesen Zellen
gemeinsam die hohe Proliferationsrate und die erhohte Glykolyserate ist (Guppy et al.
1993, Leese & Bronk 1975, Seshagiri & Bavister 1991). Viele Mechanismen wurden
zwischenzeitlich beschrieben, warum dieser Effekt in Tumorzellen und in Zellen mit
vermehrter Glykolyse auftritt, so wurden der Wettbewerb zwischen Glykolyse und

Atmung um ADP oder anorganisches Phosphat, Verdnderungen des intrazelluldren
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pH, Anderungen in der Dichtigkeit der mitochondrialen Membranen, vermehrte
Expression der Glykolyseenzyme, spezifische Lageverdnderungen von Enzymen
(z.B. HK II- Bindungen) und Kalziumaufnahme als ursdchlich angesehen
(Bustamante et al. 1981, Chance & Hess 1959, Evtodienko et al. 1994, Ibsen et al.
1960, Koobs 1972, Mathupala et al. 1997a,b, Packer & Golder 1960, Pedersen et al.
2002, Teplova et al. 1993).

Die Daten der Literatur zeigen unterschiedliche Forschungsergebnisse hinsichtlich
einer spezifischen Stérung der Atmungskettenkomplexe in Tumoren. Wie bei einigen
mitochondrialen Erkrankungen, so konnte auch bei einigen Experimenten an
Tumorzellen eine Komplex - Hemmung nachgewiesen werden, die fiir den
verdnderten Tumorstoffwechsel verantwortlich war (Lichtor & Dohrmann 1986). Die
im Folgenden beschriebenen Untersuchungen lassen vermuten, dass im Modelltumor
der Ratte, dem RI1H- Rhabdomyosarkom, die Mitochondrienfunktionen ebenso in
threr OXPHOS verdndert und moglicherweise Ursache fiir die signifikante Neigung

zur aeroben Glykolyse waren.

Maligne Tumoren sind in ihrer Morphologie sehr heterogen aufgebaut. Nur zu etwa
50% besteht ein maligner solider Tumor auch aus klonogenen Tumorzellen. Der
andere Teil setzt sich aus verschiedenen Stromazellen, wie Blutgefdlle, Lymphgefidlle
und Bindegewebszellen zusammen. Bei Tumoren mit besonders schnellem
Wachstum, werden zudem Zonen mit weitgehend abgestorbenen Tumorzellen
gefunden. Mikroskopisch grenzen sie sich als Nekrosezonen vom weiteren
Tumorgewebe ab. Da bei einem chaotisch anmutenden GefaBnetz die
Diffusionsstrecken fiir Sauerstoff und Glukose sehr unterschiedlich sein konnen,
existieren sehr heterogene Tumormuster. Vom R1H- Rhabdomyosarkom ist bekannt,
dass es im Randbereich eine besonders gut vaskularisierte Zone mit vielen vitalen
Tumorzellen besitzt, wihrend dessen im Tumorzentrum die Nekrosezone entsteht,

wenn der Tumordurchmesser >2cm? betrigt.



1.4 Ziele der Untersuchung

Ziel unserer Untersuchung war es die in der Neurologie fiir Muskelfasern erprobte
Methoden, wie die skinned fiber-Technik (enthdutete Faser- Technik) und die
oxygraphische Messung der Atmungskettenkomplexe mittels hochauflosender
Respirometrie und multipler Substrat- Inhibitor- Technik, auf Tumorgewebe der
Ratte anzuwenden. Daher standen zunichst grundlegende Untersuchungen von

Normalzellen und Tumorzellen zur generellen Machbarkeit im Vordergrund.

1. Uberpriifung der Methode der skinned fiber- Technik und der multiplen
Substrat- Inhibitor- Technik zur respirometrischen Untersuchung am
Oxygraphen und photometrische Kontrolle am Spektrometer fiir
Tumorgewebeproben 1im Vergleich zu Normalgeweben, wie z.B.

Skelettmuskel, Niere und Leber der Ratte.

Nachdem die Methoden sicher erlernt und représentative Ergebnisse fiir Normal- und
Tumorgewebeproben der Ratte erbracht wurden, sollte zusétzlich die Frage geklart
werden, ob innerhalb des implantierten Experimentaltumors, aufgrund
unterschiedlicher Mikromilieubedingungen, differierende respiratorische Kapazititen

vorliegen.

2. Untersuchungen im gut perfundierten Randbereich und in der zentralen

Nekroseregion der implantierten R1H-Tumoren der Ratte.

2 Material und Methoden

2.1 Experimentaltumormodell R1H- Rhabdomyosarkom

Die Untersuchungen an Ratten waren Teil eines Projektes, gefordert durch das
Bundesland  Sachsen-  Anhalt. Hierfir lag das  Einverstindnis  der
Tierschutzkommission der Martin- Luther- Universitdt Halle- Wittenberg vor. Die

Untersuchungen wurden unter Aufsicht eines Untersuchers durchgefiihrt (T.K.),
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welcher zuvor die entsprechende Fachkenntnis erlangt und die Priifung zur
Durchfiihrung von Tierversuchen abgelegt hatte. Als Experimentaltumor wurde das
R1H- Rhabdomyosakom der Ratte gewihlt. Dabei handelte es sich um ein in der
Grundlagenforschung etabliertes Tumormodell (Jung et al. 1980, 1990). Die
Stammzelllinie R1H ist ein In vivo- In vitro- System, das am Institut fiir
Strahlenbiologie am Universitdtsklinikkum Hamburg-Eppendorf gehalten und
regelméBig flusszytometrisch und histologisch kontrolliert wurde. Der Primirtumor
dieser Zelllinie wurde 1962 durch Rontgenbestrahlung der Kaumuskulatur einer acht
Monate alten Ratte des Stammes WAG/Rij erzeugt. Durch weiteres Klonen und
Transplantieren wurde 1966 eine stabile Zelllinie gewonnen, das RI-
Rhabdomyosarkom. Prof. Dr. rer. nat. Zywietz fiihrte 1976 diesen Tumor als Tumor-
Wirt- System in das Institut fiir Strahlenbiologie am Universitdtsklinikum Hamburg—
Eppendorf ein. Gegeniiber der urspriinglichen Zelllinie unterscheidet sich der
Hamburger Tumor im 4-fach erhohten DNA-Gehalt, so dass der Zelllinie der
Buchstabe H fiir Hamburg angefiigt wurde. Folgende zellkinetische Parameter
konnten dem Tumor zugeordnet werden (Brammer et al. 1992, Jung et al. 1980, 1981,

1990):

Zellzyklusdauer: 17,6 Stunden
Tumorverdopplungszeit bei Volumen 1,6 + 0,2 cm?: 4,0 Tage

Anteil klonogener Zellen: 55%.

Das R1H-Rhabdomyosarkom ist ein solider, mit einer derben Kapsel umgebener
Tumor ohne Fernmetastasierungstendenz (Baisch et al. 1990). Das schnelle
Tumorwachstum, begriindet durch eine hohe Mitoserate, fiihrt zur zentralen Nekrose

mit vitalem Randsaum.

Die Aufzucht der Ratten und die Implantation der Tumoren wurden im Institut fiir
Strahlenbiologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durch Herrn Prof. Dr.
rer. nat. Zywietz durchgefiihrt. Die Haltung im Tierstall des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf entsprach den Empfehlungen fiir Versuchsratten. Die R1H-
Rhabdomyosarkomzellen wurden 21-25 Tage vor der Messung subkutan in die rechte
Flanke implantiert. Dann wurden die Tiere in standardisierten Behéltern auf dem

Postweg in den Tierstall der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg tiberfiihrt



und im Tierstall des Technologiezentrums ZAMED tierschutzgerecht gehalten.
Taglich wurde das Tumorwachstum kontrolliert, bis eine TumorgroBe >2cm? erreicht

wurde, Abbildung 2.

Abbildung 2. R1H- Rhabdomyosarkom (B) auf der WAG/Rij Ratte (A) am 20.
Tag nach der Tumortransplantation. Abbildung mit Genehmigung von Prof. Dr.
rer. nat. Zywietz.

Die Tiere wurden mittels CO,- Inhalation (Trockeneis) getdtet und anschlieBend
dekapitiert. Der Tumor wurde mittels Schere und Skalpell vollstindig aus der Flanke
pripariert und in frischem Storage-Puffer (pH 7,1) aufbewahrt. Ein Tumorteil wurde
fiir die nachfolgende oxygraphische Messung eisgekiihlt (4 Grad Celsius) und der
verbleibende Teil im fliissigen Stickstoff bei —197 Grad Celsius aufbewahrt. Des
Weiteren wurde ein circa lem? grofles Préparat aus dem Musculus quadriceps der
gegeniiberliegenden Flanke entnommen und in frischem Storage-Puffer (pH 7,1)
aufbewahrt. Gleichzeitig wurden circa 1cm® groBBe Proben aus der Leber und der

Niere eines Versuchstieres entnommen und wie oben erwahnt behandelt.

Zur Uberpriifung der respirometrischen Methoden aus dem Muskellabor auf
Tumorgewebe wurden elf tumortragende Ratten untersucht und jeweils ein Bioptat

aus dem Musculus quadriceps des gegentiberliegenden Laufes entnommen.



Nach Evidenz der respirometrischen Methoden in den Tumorproben sollte die Frage
beantwortet werden, ob die respirometrischen Kapazititen in verschiedenen
Tumorabschnitten unterschiedlich sind. Von zusitzlich zwei Ratten wurden die
Tumoren in toto exstirpiert. Insgesamt wurden 18 Proben untersucht, neun Proben aus

dem Randbereich und neun aus dem Zentrum der Tumoren.

2.2 Methoden

Zur Detektion mitochondrialer Atmungsraten und glykolytischer Enzyme fiihrten wir

nachfolgende Untersuchungen aus.

2.2.1 Skinned fiber- Technik

Die von Veksler et al. (1987) erstmals beschriebene Methode der skinned- fiber-
Technik (,,gehdutete Faser- Technik), die in der Neurologie zur Untersuchung von
hereditiren Muskelerkrankungen im experimentellen und klinischen Gebrauch
routineméfBig Anwendung findet, wurde durch uns versucht, auch auf Tumorgewebe
zu Ubertragen. Nach der Entnahme wurden die Proben bei 4°C in Storage (HEPS)-
Puffer, bestehend aus 8,1 mM KEGTA (pH=7,1), 1,9 mM K,-Ca-EGTA (freie
Kalziumkonzentration 0.1 uM), 9,5 mM MgCl,, 3 mM KH,PO4, 20 mM Taurin, 5,2
mM ATP, 15 mM Phosphokreatin, 49 mM MES und 20 mM Imidazol, 0,5 mM
Dithiothreitol eingebracht. Die Proben wurden danach mit einer Kaniilenspitze
vorsichtig zerfasert und danach in 2 ml HEPS-Puffer mittels 20 m Saponin 30 min
lang unter leichtem Riihren permeabilisiert und anschliefend im Inkubationsmedium
dreimal gewaschen, um das Saponin wieder zu entfernen. Die so permeabilisierten
Proben wurden auf Filterpapier leicht trocken getupft. Fiir einen respirometrischen
Ansatz wurden etwa 8— 10 mg abgewogen. Ein groBBer Vorteil dieser skinned fiber-
Technik besteht u.a. in der langen zeitlichen Stabilitit der Mitochondrien wéhrend der
Lagerung, die unter sachgeméfBer Durchfiihrung bis zu 20 Stunden betragen kann

(Sperl et al. 1997).
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2.2.2 Hochauflosende Respirometrie

Polarographische Elektroden vom Clark-Typ

Die Sauerstoffkonzentration in einer Mitochondriensuspension oder in Zelllysaten
nach Permeabilisierung der Zellmembranen kann mit einer polarographischen
Elektrode, z.B. vom "Clark- Typ", gemessen werden. Diese Art der Elektrode
arbeitet, indem sie reduzierenden Sauerstoff in Hydroxid umwandelt. Der Strom
(mA), der durch den Elektronenfluss erzeugt wird, ist der Sauerstofftkonzentration in
der Kammer proportional. Da die Mitochondrien durch Hinzugabe von ADP von
Zustand 4 (state 4) in den Zustand 3 (state 3) iibergehen, erhoht sich der
Sauerstoffverbrauch durch die Arbeit der Atmungskettenkomplexe. Eine Abnahme
der Sauerstoffkonzentration in der Messkammer ist die Folge, die dann durch eine
Abnahme der Spannung (V) im Oxymeter simultan elektronisch vom Computer

aufgezeichnet werden kann.

Respirometrische Kammern

Die Respirometrie wurde bei 30°C im Inkubationsmedium mit dem OROBOROS-
Oxygraph- 2K durchgefiihrt, siche Abbildung 3.

Abbildung 3. Oxygraph OROBOROS, Firma Paar, Graz, Osterreich.
11



Dieser Oxygraph ist ein Zweikammer- Respirometer mit einem Peltier-Thermostat
und integrierten, elektromagnetischen Riihrern. Fiir die Versuche wurde jede Kammer
luftdicht verschlossen. Das Volumen in der Kammer betrug jeweils 2ml. Befiillt
wurden die Kammern {ber haarfeine FEinspritzkandle mittels Mikrospritzen.
Kontinuierlich wurde die Sauerstoftkonzentration der Kammern durch die Clark-
Elektroden abgeleitet und die erhaltenen Daten im Anschluss mit der Software

DATGRAPH analysiert (OROBOROS, Firma Paar, Graz, Osterreich).

AuBerordentlich wichtig war es, die Kammern vor jeder Messung ausgiebig zu
sdubern, um Verschmutzungen durch die sehr wirkungsvollen Hemmstoffe zu
vermeiden. Dazu wurden die Kammern mit 75%igem Athanol gewaschen und
mindestens 20 Minuten lang offen gehalten. Im Anschluss wurden die Messzellen
noch mindestens flinfmal mit Aqua bidest. ausgewaschen. Es musste weiterhin auf
eine mogliche Riickdiffusion des Sauerstoffes in die Kammern geachtet werden. Ein
spezielles Testprotokoll lag vor, um den einwandfreien Zustand des Oxygraphen vor
der Messung zu ermitteln. Dabei wird durch Hinzugabe von Athanol eine kurze
Zunahme des Sauerstoffgehalts in der Kammer gesehen, da eine hohere Loslichkeit
von Sauerstoff in Athanol als im Wasser beobachtet wird. Jedoch ist auch eine
langsame, kontinuierliche Zunahme des Sauerstoffes ein starkes Indiz fiir eine
Riickdiffusion des Sauerstoffes in den Messraum. Die Proben wurden auf ihr
Feuchtgewicht, nachdem sie mit Filterpapier zuvor vorsichtig etwas getrocknet
worden waren, eingewogen. Zwischen 8- 11 mg des zuvor permeabilisierten
Materials wurden fiir ein Experiment verwendet. Die Sauerstoftkonzentration des in
Luft gesittigten Untersuchungsmaterials wurde zu Beginn der Messung immer auf

200 nmol O,/ ml bei 95 kPa Luftdruck eingestellt, siche Messung in Abbildung 4.
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Abbildung 4. Typische Atmungskurve eukaryontischer Zellen. ADP:
Adenosin- Diphosphat. Substrat: 8-10 mg/ Feuchtgewicht Gewebe. ? Oy:
Differenz Sauerstoff, der durch die Atmungskette verbraucht wurde.

Multiple Substrat- Inhibitor- Technik

Die respirometrischen Messungen erfolgten mittels der multiplen Substrat-Inhibitor-
Technik. Zundchst wurden die Proben auf ein Trockengewicht zwischen 8 bis 11 mg
eingewogen. Zur Messung wurde ein OROBOROS ® Oxygraph (Paar, Graz,
Osterreich) verwandt. Bei einer Temperatur von 30°C wurden die Proben in 1860m
Inkubationsmedium, das aus 75 mM Mannitol, 25 mM Saccharose, 100 mM KCL, 10
mM KH,PO4, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM Dithiothreitol, 5 mM MgCL, 1 mg/ml
Rinderserumalbumin und 20 mM Tris- HCL (pH=7,4) bestand, mit Malat und
Pyruvat versetzt und mit einer Pinzette unter optischer Kontrolle in den Oxygraphen
eingebracht. Die Sauerstoffkonzentration und Luftsittigung des Mediums wurde auf
200 nmol O»/ ml und auf 95 kPa Luftdruck gehalten. Verschiedene Substrate (ADP,
Succinat) und die entsprechenden Hemmstoffe (Rotenon, Atractylat (CAT),
Antimycin A) wurden zugegeben, wobei die Mitochondrien unter kontinuierlichem
Sauerstoffverbrauch atmeten. Die Atmungsraten wurden in nmol O,/ min/ mg
Probengewicht gemessen und kontinuierlich liber die Zeit (DATGRAPH Analyse
Software, OROBROROS ®) abgeleitet, siche Abbildung 5 (Haller et al. 1994,
Trubeckaite et al. 2001).
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Oxygraph: geschlossen, rithrend, Temperatur (30°C)

Zugabe ADP +P ATP Computer
b—  — OZT
ADP R — Zeit
Rotenon Mitochondrien CLARK-Elektrode
Antimycin A Skinned fibers sauerstoffsensitiv
Atractylat

Permeabilisierte Zellen

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Aufbaues und der Arbeitsweise
des Oxygraphen (OROBOROS ® Oxygraph Paar, Graz, Osterreich). S:
Substrat; ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; O:
Sauerstoff; H: Wasserstoff; H,O: Wasser.

Nachdem das Respirometer durch Vorwdrmung auf 30°C und Hinzugabe des
Inkubationsmediums, was bereits die Substrate Pyruvat + Malat enthélt, vorbereitet
wurde, wurden die zuvor saponierten Gewebe unter Sichtkontrolle in den
Oxygraphen eingebracht. ADP startete die Atmungsreaktion. Durch Zugabe von ADP
gehen die Mitochondrien von state 4 in state 3 liber. Die state 3- Atmung ist definiert
als die maximale Atmungsrate, gemessen unter Bedingungen, wenn ausreichend
ADP, Sauerstoff und Substrate vorhanden sind. Die state 3- Atmung wurde bestimmt
nach Zugabe von 5 mM ADP. Der Sauerstoffgehalt der Kammer nahm in dem Mafle
ab, wie die Atmungskette im Komplex I (Pyruvatatmung) stimuliert wurde. Der erste
Anstieg mit Erreichen eines Plateaus wird als state 3 fiir Pyruvat (state 3py)
bezeichnet. Rotenon hemmt irreversibel den Komplex 1 von seinen Substraten, so
dass der Sauerstoffverbrauch der Kammer sinkt und die Atmung zundchst
unterbrochen wird. Durch Zugabe von Succinat, das nur in permeabilisierten Zellen
in die Mitochondrien gelangen kann, erfolgt die erneute Stimulation der
Atmungskettenreaktion auf der Hohe des Komplexes II. Der zweite maximale
Zustand der O,-Veratmung wird als state 3 flir Succinat (state 3s,.) bezeichnet. Der
respiratorische Flux-Kontrollindex (RCI) beschreibt das Verhiltnis aus state 3 und

state 4 Atmungsraten. Die state 4- Atmung wurde in der Abwesenheit der ADP-
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Phosphorylierung nach Zugabe von 1,8 mM Atractylat gestartet. Die spezifische
Hemmung des Komplexes II wurde durch Atractylat-Zugabe (CAT) hervorgerufen.
Durch die Hinzugabe von Antimycin A wurde anschlieBend auch der Komplex III
irreversibel gehemmt, sieche Abbildung 6. Die Leak- Atmung, als Differenz zwischen

Atractylat- und Antimycin A- Atmung, ist ein Indikator fiir die Integritét.

Pyruvat/Malat FADH <«— succinat

I1

NADH \ >

I | CoQ| III| 1V

Rotenon Antimycin A

Abbildung 6. Schematische Darstellung der Substrat — Inhibitor- Titration. Mit
schwarz sind die Substrate gekennzeichnet, mit rot die Hemmstoffe der
Komplexe. LIGIILIV: Atmungskomplexe LILIILIV; NADH: Nikotin- Adenin-
Dinukleotid- Wasserstoff; FADH Flavin- Adenin- Dinukleotid- Wasserstoff;
CoQ: Coenzym Q.

2.2.3 Herstellung von Gewebehomogenaten

Zur Herstellung eines Muskel- oder Tumorhomogenates wurden die Proben aus dem
fliissigen Stickstoff aufgetaut, zwischen 50 und 100mg pro Probe abgewogen und in
eisgekiihltem Chappel- Perry- Medium im Verhiltnis 1:30 (w/v) 7 Minuten per Hand
homogenisiert. Das Homogenat verblieb fiir die anstehenden Messungen eisgekiihlt,
fiir einige Komplexenzyme wurden Verdiinnungen 1:100 hergestellt und der

verbleibende Teil fiir weitere Messungen wieder in den fliissigen Stickstoff verbracht.
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2.2.4 Photospektrometrische Messungen

Die Enzymaktivititen der Atmungskettenkomplexe und der zytosolischen Enzyme
wurden spektralphotometrisch im optischen Test nach Warburg (Warburg 1956) am
Spektrometer (Firma Beckmann, Palo Alto, USA) bei 30°C bestimmt. Um eine
deutliche lineare Atmungsgeschwindigkeit zu erlangen, wurde Homogenat in der
Verdiinnung 1:30 und fiir einige Enzyme 1:100 verwendet. Es wurden Kiivetten
(Einmal- Kiivetten, Plastibrand) mit einer Wanddicke von 10 mm eingesetzt. Das
Messvolumen betrug 1 ml und die Inkubationszeit 10 Minuten vor Start der Reaktion.
Als Bezugsgroflen dienten das Probengewicht, das Protein oder die Citratsynthase als
mitochondriales Leitenzym (Gellerich et al. 1999, Trumbeckaite et al. 2001). Die

Enzymaktivitdten wurden nach der unten stehenden Formel berechnet:

AE fmin* ¥ *F

UfgWT=
£ % T,

U/g WT: Einheit pro Gramm Feuchtgewicht
? E: Anderung der Loschung pro Minute
Vin: MaBvolumen

F: Verdiinnungsfaktor

e: mikromolarer Losungskoeffizient

V,: Probenmenge

Alle Proben wurden pro Enzym einer dreifachen Messung unterzogen, der Mittelwert

gebildet und fiir jede Probe als ein Wert angegeben.
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C:> PMSred
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> DCPIPred
Rotenon Antimycin A CN-

NADH * i CoQ COX ATPase
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Abbildung 7. Metabolisches Schema der Messung der Atmungskettenenzyme I,
II, II: Komplex I, II, III. CoQ: Coenzyms Q Pool. ATPase: ATPase. Kursiv:
Hemmstoffe des jeweiligen Komplexes. 1: NADH- Chinon- Oxidoreduktase
(Komplex I). 2: Rotenon- sensitive NADH Cytochrom c- Oxidoreduktase. 3:
Succinatdehydrogenase. 4: Succinat- Cytochrom c- Oxidoreduktase (Komplex I1
+ Komplex III). 5: Chinon- Cytochrom c- Oxidoreduktase (Komplex III). 6:
Cytochrom c¢- Oxidoreduktase (Komplex IV). DU: Decylubichinon; DUH:
Decylubichinol; Cyt. c¢: Cytochrom c¢; PMS: Phenazinmetsulphat; DCPIP:
Dichlorophenolindophenol; Red: reduziert; Ox: oxidiert.

Komplex I nach Lenaz

Die Messungen wurden nach den Vorgaben von Estornell et al. (1993) durchgefiihrt:

Test:

Leerwert Wert
KCL- Tris EDTA pH 7,4 965 ul 925 ul
KCN 100mM 10ul 10ul
Antimycin A 200uM Sul Sul
Homogenat 1:30 Oul 40ul
Inkubationszeit: 10 min bei 30°C
Start:
CoQ 6mM 10ul
NADH 10mM 10ul
dann:
Rotenon ImM 10ul
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Die Reaktion kann bei 340 nm mit einem Extinktionskoeffizienten ¢ = 6,22 mM .

-1
cm erfolgen und gemessen werden.

Komplexe I+111: NADH- Cytochrom c- Reduktase

K I+II1
NADH+ H'+ Cytochrom cox = NAD "+ Cytochrom Ceq

Oxidiertes Cytochrom ¢ wird von NADH {iber den Komplex I+III reduziert,
Abbildung 7. Die Reaktion kann erfolgen nach der Erhohung der Extinktion des
Cytochrom ceq bei 550 nm (e = 19,2 mM']cm']). Der Verlauf der Reaktion wurde in
Anwesenheit von Antimycin A (Hemmung Komplex III) verlangsamt. Die Aktivitat
des Antimycin A- sensitiven Anteils der NADH- Cytochrom c- Reduktase wird als
Antimycin A- sensitive Fraktion der Totalreaktion berechnet, beschrieben bei Hatefi

(1978) und Rieske et al. (1967).

Test:

K- Na- Phosphat- Puffer pH 8,0 50 mM
EDTA, pH 8,0 0,1 mM
KCN* 2,5
Cytochromc 1% 100 uM
Homogenat 1:30 20, 40 pl
Mit und ohne Antimycin A 20 pl

Inkubationszeit: 10 Minuten

Start:
NADH 0,2 mM

(*Losung sollte jeden Tag frisch vorbereitet werden)

Komplex II+I1I: Succinat- Cytochrom c- Oxidoreduktase

Die Succinat- Cytochrom c- Oxidoreduktase wurde nach der Methode von Tisdal et

al. (1967) gemessen.
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K II+I11
Succinat + Cytochrom ¢,y ~ =  Fumarat + Cytochrom ceq
Die Reaktion erfolgte durch Reduktion von Cytochrome ¢ bei einer Wellenldnge von
550 nm gefolgt von Cyanid, um die Reoxydation von Cytochrome c,.q und Rotenon

zu vermeiden, siche Abbildung 7. (e= 19,2 mM™" cm™).

Test:

K- Na- Phosphat- Puffer, pH 7,4 50 mM
EDTA, pH 7,4 0,2 mM
BSA 1% 100 pl
KCN* 2,5mM
Homogenat 1:30 20,40 pl

Inkubationszeit: 10 Minuten
Start:
Cytc 1% 100 pl

(*Losung sollte jeden Tag frisch vorbereitet werden)

Komplex III: Ubichinon- Cytochrom c- Oxidoreduktase

Die Ubichinon- Cytochrom c- Oxidoreduktase wurde nach der Methode von

Krahenbiihl et at. (1994) gemessen.

K III
Decylubichinol + Cytochrom cox > Decylubichinon + Cytochrom c;eq

Der Komplex III kann gemessen werden durch Reduktion von Cytochrom c durch
Decylubichinol bei einer Wellenldnge von 550 nm in Anwesenheit von Cyanid zur

Verhinderung der Reoxidation von Cytochrom cy.q, siche Abbildung 7. (e= 19,2 mM™

cm™).

Test:

K- Na- Phosphat- Puffer, pH 8,0 50 mM
EDTA, pH 8,0 0,1 mM
NaN3 3mM
Cytochrom c 60 uM
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Homogenat 1:30 5,10, 20 pl

Inkubationszeit: 10 Minuten
Start
Decylubichinol 0.15 mM

Cytochrom c- Oxidase (COX)

Die Reaktion erfolgt nach Absinken der Cytochrom c.g - Extinktion bei einer
Wellenlinge von 550nm, siche Abbildung 7 (e= 19,2 mM™* cm™) nach Wharton &
Tzagaloff (1967). Die Aktivitit der Cytochrom c- Oxidase wurde berechnet als
lineare Reaktion aus 60 nM reduziertem Cytochrom c (90% Reduktion)

COX
2 Cytochrom creq+ %4 O, + H' > 2 Cytochrom cox + H,0
Test:
K- Na- Phosphat- Pufter, pH 7,0 10 mM
Cytochrom cCreq 60 uM
Inkubationszeit: 10 Minuten
Start:
Homogenat 1:30 5,10, 20 pul

Succinatdehydrogenase (SDH)

Die SDH wurde bestimmt durch die Reduktion des artifiziellen Elektronenakzeptors
DCPIP,4 bei einer Wellenldnge 600nm (e =19,1 mM-1 * cm'l).

SDH

Succinat + DCPIP,, + PMS ® Fumarat + DCPIP,.q + PMS
Test:
KH2P04, pH 7,4 50 mM
EDTA 0,1 mM
KCN* 2,5 mM
Succinat 4 mM
Homogenat 1:30 20, 40ul
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Inkubationszeit: 10 Minuten

Start:
DCPIP 35 uM
PMS* 1,6 uM

(*Losungen sollten jeden Tag frisch vorbereitet werden)

Laktatdehydrogenase (LDH)

Die LDH wurde nach Bergmeyer (1970) bestimmt.

LDH
Pyruvat + NADH -  Laktat + NAD"

Die Extinktionsbestimmung kann als Reaktion durch Zugabe von NADH bei einer

Wellenlinge von 340 nm erfolgen (e= 6,2 mM™* cm™).

Test:

Tris- HCI, pH 7,4 50 mM
EDTA 5 mM
NADH 0,15 mM
Homogenat 1:60 5,10, 20 pl

Inkubationszeit: 10 Minuten

Start:
Pyruvat* 1,22 mM

(*Losung sollte jeden Tag frisch vorbereitet werden)

Citratsynthase (CS)

Coenzym A, ein Produkt der CS, verbindet sich mit DTNB, einem Stoff, der Licht
einer Wellenléinge von 412nm absorbiert. Diese Anderung wird durch das

Spektrophotometer als ? E/min ermittelt (Sheperd & Garland 1969).
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CS
Acetyl- CoA + Oxalazetat ®  Zitrat + CoA (1)

CoA + DTNB ® CoA-DTNB (gefirbter Komplex) (2)

Test:

Tris- HCL, pH 7.4 45.5 mM
DTNB (in 0,1 M Tris-HCL, pH 8,0) 0,1 mM
Acetyl-CoA* 0,1 mM
Homogenat 1:30 10, 20 pl
Start: Oxalazetat* 0,5 mM

(*Losungen sollten jeden Tag frisch vorbereitet werden)

Phosphoglukoisomerase (PGI)

Die PGI wurde nach dem in der Literatur von Bergmeyer (1970) beschriebenen

Verfahren bestimmt.
PGI
2 Fructose-6-Phosphat = 2 Glucose- 6- Phosphat

G6PDH
2 Glucose-6-Phosphat + NADP® - 6-Phosphoglukonoazeton+NADPH

Die Reaktion erfolgt durch Messung der Extinktion von NADPH bei einer
Wellenlinge von 340 nm (e=6,2 mM™* cm™).

Test:

Tris- HCL, pH 8,0 50 mM
EDTA 5 mM
NADP 0,5 mM
G6P-DH 0,7 U/ml
Homogenat 1:100 5,10, 20 pl
Inkubationszeit: 10 Minuten

Start:

Fructose-6-Phosphat 2 mM
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2.2.5 Proteinanalyse

Das nichtkollagenierte Protein (NCP) wurde mit der BCA- Probe durch die Lésungen
A und B der Firma Perbio Science Deutschland GmbH nach Versetzen des
Homogenats mit Natriumhydroxid (50 mM) und Beizen des unloslichen
Kollagenproteins durch Zentrifugieren (12.000 g und 10 Minuten), wie vorher
beschrieben, aufgebrochen und bestimmt (Smith & Krohn 1994).

2.2.6 Statistik

Die Daten wurden mit dem Mann- Withney- Teast (U-Test) und dem Programm
SPSS fiir Windows 11.0 ausgewertet. Alle Werte wurden als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die Werte waren signifikant unterschiedlich, wenn

ein p< 0,05 auftrat.

3  Ergebnisse

3.1 Respirometrie und Photospektrometrie der Normalgewebe der Ratte

Zunichst standen Untersuchungen verschiedener Normalgewebe der Ratte, wie
Leber, Niere und Skelettmuskel, an erster Stelle.

Die Abbildung 8 zeigt ein typisches Respirogramm eines Skelettmuskels einer jungen
Ratte (Fisher-Ratte). Die state 3- Atmung fiir Pyruvat {liberstieg die state 3- Atmung
fiir Succinat. Der Quotient wird als Succinat-bezogene Pyruvatatmung (SRPR)
bezeichnet. Rotenon hemmt den Komplex I irreversibel. Fiir Skelettmuskelfasern ist

die Rotenonhemmung des Komplexes I besonders stark nachweisbar.
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Abbildung 8. Typisches Respirogramm eines Skelettmuskels einer jungen
Fisher- Ratte. Die SRPR betrigt 139%. Mit Genehmigung von PD Dr. rer.
nat. F. N. Gellerich.

0

Die Messungen zeigten, dass die Skelettmuskeln der untersuchten jungen Albinoratte
mit implantiertem RI1H- Rhabdomyosarkom identische Atmungsparameter
aufwiesen wie die der jungen Fisher- Ratte, gepriift von Herrn PD Dr. rer. nat.

Gellerich.

Die respirometrischen Parameter weiterer Normalgewebe der Ratte wurden zu
Charakterisierungszwecken ebenfalls untersucht. Exemplarisch dafiir wurden die
viszeralen Organe Leber und Niere iberpriift. Dabei wiesen das Leber- und
Nierengewebe jeweils dreifach und doppelt so viele Mitochondrien pro Zelle auf, wie
die Skelettmuskulatur, was anhand der Citratsynthaseaktivitit (CS) ableitbar ist, siche
Tabelle 1.
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Tabelle 1. Atmungsraten von Normalgeweben der Ratte von 2 Tieren. Die
Atmungsraten unter # wurden mit nmolO,/mg/min + Standardabweichung
angegeben. Die Untersuchung der Leberproben konnte nicht vollstdndig erfolgen,
da die O,- Konzentration in der Kammer bereits nach der Messung von state 3py,
auf null abgesunken war. CS: Citratsynthase; NO: Komplex I — Oxidase.

Funktion /Enzym Leber Niere Skelettmuskel
N=2 N=2 N=11
#State 3py, 0,97 +£ 0,03 1,8 +0,84 2,32+£1.19
#State 3p,,/ CS 20 58 155+ 70
#SR- Rotenon- insensitiv 51+0,02 65+13 19+11
#State 3y 3,5+0,7 34+284 1,55 +0.63
#State 35,/ CS 74 109 103 + 38
#Atractylat/ CS - 29 0,39 £0.14
#Leak Atmung - 1,72 0,42 £0.09
#Leak Atmung/ CS - 55 28 +8
SRPR [%/ CS] 28 £0,07 53 145 + 56
#RCI (state 3,,,) - 1,05 4,07 +3,07
#RCI (state 3,,c) - 1,98 2,77 £ 1,11
CS [U/g Gewebe] 47,5 31 15,0+£2,8
COX [%/ CS] 63 27 60+ 17
III [%CS] 87 27 182 +67
II+III [%/ CS] 38 27 23+7
I+III [%/ CS] 33 91 4+2
Rotenon- insensitive NO [%]* 65 140 80+ 7
SRNO [%]* 87 337 22+13
SDH [%/ CS] 70 140 28+7
PGI [%/ CS] 2140 9910 1551 £ 734

* Werte berechnet von Komplex I+I11

Um die Atmungsraten absolut vergleichen zu kénnen, mussten alle Messungen auf

die Citratsynthase (CS) bezogen werden, die ein Mall fiir den absoluten

Mitochondriengehalt in der Zelle darstellt.
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Leber- und Nierengewebe wiesen deutlich verminderte Atmunngsraten fiir Pyruvat
auf (state 3pyr). Diese Reduktion im Vergleich zum Skelettmuskel war reprisentativ,

auch im Verhéltnis zur Anzahl der Mitochondrien, siehe Abbildung 9 und 10.

300
250 OLeber ENiere
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S 100 -
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]
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RCI Suc
SRPR
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insen
Leak

Abbildung 9. Verdanderung der respirometrischen Parameter der Mitochondrien in
Leber und Niere im Vergleich zum Muskulus quadriceps der Ratte in Prozent.
RClpy,: Flux- Kontroll- Koeffizient fiir Pyruvat; RCls,.: Flux- Kontroll Koeffizient
fir Succinat; SRPR: Succinat-bezogene Pyruvatatmung, Rot-insen: Pyruvat-
bezogene Rotenon-insensitive Atmung; Leak: Leckatmung.

Die photospektrometrisch gemessenen Enzymaktivititen im Leber- und
Nierengewebe wiesen gleichfalls deutliche Unterschiede im Vergleich zu den

normalen Skelettmuskeln auf, sieche Abbildung 10.
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Abbildung 10. Verdnderung der enzymatischen  Aktivititen  der
Atmungkettenkomplexe der Mitochondrien in Leber und Niere im Vergleich zum
Muskulus quadriceps der Ratte in Prozent. CS: Citratsynthase; [+III: Komplex
I+, O+ Komplex II+II; II: Komplex III; SDH: Succinatdehydrogenase;
COX: Cytochromoxidase; PGI: Phosphoglukoisomerase; SRNO: Succinat-
bezogene NADH — Oxidase; Rotinsen: Pyruvat-bezogene Rotenon- insensitive
Atmung.

3.2 Respirometrie der R1H- Rhabdomyosarkome

Die respirometrischen Kapazititen der R1H-Rhabdomyosarkome waren signifikant
gegeniiber den Kapazititen der Skelettmuskeln vermindert, sieche Abbildung 11. Die
Aktivititen der Tumorzellen lagen lediglich im Bereich pmol O, /min/ mg
Gewebegewicht, wihrend die der Muskelzellen in nmol O,/ min / mg gemessen
wurden. Um zu entscheiden, ob es sich auch um Defekte der Komplexe selbst
handeln konnte, wurden die Aktivititen wieder auf die Citratsynthase (CS)-Aktivitét
bezogen. Die photospektrometrischen Untersuchungen konnten signifikant
verminderte =~ CS—Aktivititen der Tumorzellen 1im  Vergleich zu den
Skelettmuskelzellen  zeigen (CS—Aktivitit RI1H-  Rhabdomyosarkom  vs.
Skelettmuskel 7,1 £ 2.4. vs. 15,0 = 2,8 U/g Gewebe, p< 0,001. Danach waren
wesentlich weniger Mitochondrien in den R1H-Rhabdomyosarkomen als in den

Skelettmuskeln vorhanden. Die respirometrischen Kapazititen wurden nun
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nochmalig auch durch Bildung von Verhiltnisgleichungen einzeln untersucht. Die

Ergebnisse fasst die Tabelle 2 zusammen.
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Abbildung 11. Aktivitdt der Citratsynthase (CS) von R1H- Rhabdomyosarkomen
im Vergleich zu Skelettmuskeln der Ratte. In den R1H-Rhabdomyosarkomen liegt
nur die Hélfte an Mitochondrien im Vergleich zu den Skelettmuskeln vor. Der
Unterschied war mit p< 0,001 signifikant.

Neben der signifikanten Verminderung der CS konnte auch eine SRPR-
Verminderung (R1H- Rhabdomyosarkom vs. Skelettmuskel 56,4 + 25 vs. 145 *+ 56%,
p< 0,001) gezeigt werden. Die RCI waren im R1H-Rhabdomyosarkom sowohl fiir
Pyruvat (0,78 + 0,45 vs. 4,07 + 3,07, p< 0,001) als auch fiir Succinat (1,40 + 0,24 vs.
2,77 + 1,11, p< 0,002) erniedrigt. Des Weiteren konnte eine verminderte
Hemmbarkeit des Komplexes I mit Rotenon im Rhabdomyosarkom (R1H-
Rhabdomyosarkom vs. Skelettmuskel 36 + 14 vs. 19 + 11%, p<0,001) eindeutig
nachgewiesen werden. Die Tumorzellen waren signifikant weniger auf Rotenon
empfindlich, was durch eine erhohte Rotenon-Insensitivitét sichtbar wurde (Rotenon-
Insensitivitidt = Pyruvatatmung — Rotenon- sensitive Atmung). Die Atractylatatmung
(CAT- Atmung) war dagegen in den R1H- Tumoren mehr als doppelt so hoch wie im
Muskelgewebe (R1H-Rhabdomyosarkom vs. Skelettmuskel 0,97 + 0,43 vs. 0,39 +
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0,14, p<0,001). Ebenso konnte eine signifikant héhere Leakatmung (Leakatmung =
CAT- Atmung — Antimycin A- Atmung) in den R1H- Tumoren gemessen werden,
bezogen auf die Citratsynthase (R1H-Rhabdomyosarkom vs. Skelettmuskel 59 + 36
vs. 28 + 8, p<0,021).

Die Abbildung 12 zeigt ein typisches Respirogramm eines R1H-Rhabdomyosarkoms
der Ratte. Im Vergleich zum Skelettmuskel besteht eine signifikant niedrigere SRPR.

ADP N
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= Pyruvat \L o=
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Y Atractylat O Cc
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Abbildung 12. Beispiel einer respirometrischen Messung eines RI1H-
Rhabdomyosarkoms der Ratte. Die Succinat bezogene Pyruvatatmung (SRPR)
dieses Tumors betrug nur 99%.
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Tabelle 2. Vergleich der Atmungsraten des R1H- Rhabdomyosarkoms zum
Skelettmuskel der Ratte. Die Werte # wurden in nmolO,/mg/min und
Enzymaktivititen * in % CS-Aktivitit der einzelnen Enzyme der
Atmungskomplexe und des Zitratzyklus angegeben. Die Angaben erfolgten in +
Standardabweichung. n.s.: Werte sind nicht mit einem p< 0.05 signifikant

verschieden.

Funktion /Enzym Rhabdomyo- Skelett- Veridn- | Signifi-kanz
sarkom muskel derung p
n=11 n=11 [%]

# State 3p,, 0,56 £0.28 | 2,32+1,19 24 0,0001
# State 3p,,/ CS 70 £ 38 155+ 70 45 0,002
SR-Rotenon- insen. [%] 3614 1911 189 0,001
#State 3gycc 1,00+0.29 | 1,55+0,63 64 0,001
# State 35,/ CS 140 + 59 103 + 38 136 n.s.
#Atractylat/ CS 0,97+043 | 0,39+0,14 249 0,001
#Leak Atmung 0,41 +0,20 | 0,42 +£0.09 98 0,025
#Leak Atmung/ CS 58,6 £36,2 | 27,8 +8.3 210 0,021
SRPR [%/ CS] 56 £25 145 £ 56 39 0,001
RCI (state 3py,) 0,78 0,45 | 4,07 £3,07 19 0,001
RCI (state 3gycc) 1,40 £0,24 | 2,77+1,11 51 0,002
CS [U/g Gewebe] 7,124 15,0+£2,8 47 0,001
COX [%/ CS] 71 +30 60+ 17 110 n.s
III [%/ CS] 176 £ 68 182 +67 97 n.s
II + I [%/ CS] 3119 237 137 n.s
I+III [%/ CS] 3+4 4+2 73 n.s
Rotenon- insen. NO[%] 15+8 80+ 7 19 0,001
I [%/ CS] 6%3 12+4 51 0,018
SRNO [%] 1311 22+13 58 n.s
SDH [%/ CS] 245 287 85 n.s
PGI [%/ CS] 1172 £ 821 | 1551 £734 76 n.s
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Abbildung 13. Verdnderung der respirometrischen Parameter der
Tumormitochondrien des RI1H- Rhabdomyosarkoms im Vergleich zum
Skelettmuskel in Prozent. RClpy,: Fluxkontrollkoeffizient fiir Pyruvat; RClgy:
Fluxkontrolleffizient fiir Succinat; SRPR: Succinat bezogene Pyruvatatmung;
Rot- insen: Pyruvat bezogene Rotenon- insensitive Atmung; Leak: Leckatmung.

3.3 Photospektrometrie der R1H- Rhabdomyosarkome

Die verdnderten mitochondrialen respirometrischen Kapazititen im RI1H-
Rhabdomyosarkom im Vergleich zum Skelettmuskel konnten auch enzymkinetisch-
photospektrometrisch bestitigt werden, wobei insbesondere die Aktivitit von
Komplex I deutlich vermindert war. So war der Komplex I/ CS in der Messung nach
Lenaz mit 6 + 3% versus 12 + 4% im RIH- Tumor im Vergleich zum Muskel
signifikant vermindert, p= 0,018. Da sich im Gegensatz dazu die Aktivitit von
Komplex II+III sogar erhdhte, wurde die verminderte Aktivitdt von Komplex I und
Komplex I+III durch Quotientenbildung (Komplex I+11I/ Komplex II+I1I) besonders
deutlich mit einer SRNO von 13 * 11 % im Tumor gegeniiber 22 * 13 % im

Skelettmuskel (im statistischen Vergleich nicht signifikant).
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Abbildung 14. Verdnderung der photospektrometrisch ermittelten enzymatischen
Komplexaktivitdten der Tumormitochondrien im Vergleich zum Skelettmuskel in
Prozent. Die Intaktheit des Komplexes II und die Komplex I- Stérung im
Tumorgewebe konnten auch mittels photospektrometrischer Aktivitdtsmessung
bewiesen werden (Komplex I+III und SRNO signifikant erniedrigt). Etwas im
Widerspruch steht die verminderte PGI im Tumor im Vergleich zum
Muskelgewebe. CS: Citratsynthase; I+I1I: Komplex I+III, TI+III: Komplex II+IIT;
III: Komplex III; SDH: Succinatdehydrogenase; COX: Cytochromoxidase; PGI:
Phosphoglukoisomerase; SRNO: Succinat- bezogene NADH — Oxidase; Rotinsen:
Pyruvat-bezogene Rotenon- insensitive Atmung.

3.4. Einfluss von Alter und Tumormikromilieu auf die Zellatmung

Die Abbildung 15 zeigt altersabhdngige Verdnderungen der Atmungskapazititen von
verschieden alten Rattenmuskeln® im Vergleich zum R1H- Rhabdomyosarkom. Mit
zunehmendem Alter sinken die Atmungsraten auch in den Skelettmuskeln deutlich
ab. Diese relative Verminderung von Komplex I geht parallel mit der Verminderung

der relativen Pyruvatatmung (SRPR) einher und ist wahrscheinlich deren Ursache.
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Abbildung 15. Succinat-bezogene Pyruvatatmung (SRPR) gegeniiber
Succinat- bezogener Komplex I- abhingiger Oxidation (SRNO). Vergleich des
R1H- Tumors mit Skelettmuskelzellen einer 4 Monate und einer 26 Monate
alten Fisher- Ratte (Gellerich et al.). Die R1H- Tumoren wiesen die niedrigsten
Quotienten auf und hatten somit die geringsten Komplex I- Aktivititen. *Die
Untersuchungsergebnisse der verschieden alten Skelettmuskeln von Fisher-
Ratten stammen aus Untersuchungen von Herrn PD Dr. rer. nat. F.N. Gellerich
mit seiner ausdriicklichen Genehmigung.

Im Randbereich und aus dem Tumorzentrum wurden jeweils neun Proben von zwei

R1H- Tumoren untersucht. Die Proben aus dem Tumorzentrum wurden direkt aus
den bereits makroskopisch als Nekrosezone ausgewiesenen Gebieten entnommen.

Die Ergebnisse fasst die Tabelle 3 zusammen.

Tabelle 3. Messwerte der state 3- Atmung des R1H- Rhabdomyosarkoms in
verschiedenen Tumorbereichen. Zwei Tumoren wurden im Randbereich (9
Proben) und im Tumorzentrum (9 Proben) gemessen. Im Trend, jedoch nicht
signifikant verschieden, wurden im Zentrum des R1H- Rhabdomyosarkoms
hohere Atmungsraten fiir Pyruvat gemessen. Die Anderungen wurden vom
Randbereich bezogen auf das Zentrum in Prozent angeben. Werte mit Angabe
der Standardabweichung.

Enzyme Tumorrand Tumorzentrum Anderung
J-0,/mg/min (n=9) (n=9) %o
State 3py,* 16,8 +6,7 20,2 +3,1 -17
State 3gyc* 19,2452 20,7+29 -7
SRPR (%)* 88,2+ 15 97 +11 -9

*Werte von 2 Tumoren gemessen, nicht auf CS geeicht.
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Die mittlere Pyruvatatmung war im Randbereich gegeniiber dem Zentrum mit 16,8 +
6,7 vs. 20,2 + 3,1 J-O,/mg/min leicht vermindert. Dagegen war die Succinatatmung
im Randbereich mit 19,2 + 5,2 vs. 20,7 + 2,9 J-O,/mg/min unverdndert, weshalb die
SRPR im Randbereich tendenziell mit 88,2 + 15% gegeniiber 97 + 11 % vermindert

war.

4 Diskussion

4.1 Mitochondriale Medizin

Seit langem ist die zentrale Rolle der Mitochondrien im Zellstoffwechsel bekannt.
Anfang des 20. Jahrhunderts wurden, unter anderem durch Otto Warburg, die
Vorginge der Zellatmung erforscht (Warburg 1956). Je nach Energiebedarf schwankt
die Anzahl von Mitochondrien zwischen den verschiedenen Zellarten. Hautzellen
besitzen nur circa ein Dutzend, Herz, Leber und Nieren dagegen mehrere tausend
Mitochondrien. Die Erzeugung von ATP aus ADP ist in den eukaryontischen
Sdugerzellen an die in der inneren Mitochondrienmembran eingebetteten
Atmungskettenkomplexe I bis IV gekoppelt. In rascher Folge wurden weitere
Funktionen, wie z. B. die Beta- Oxidation der Fette, der Zitratzyklus sowie die
Biosynthesen der Pyrimidine, Aminosduren, Phospholipide oder auch der Nukleotide
bekannt. Zunichst wurde die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) von ADP zu
ATP als wichtigste Funktion der Mitochondrien angesehen. Mitochondrial bedingte
Storungen des Zellstoffwechsels wurden danach iiber pathologische Verminderungen
der zytosolischen Phosphorylierungspotentiale erklart, welche Hemmungen der ATP-

nutzenden Reaktionen bewirken.

In den letzten Jahren sind neue origindre Aufgaben der Mitochondrien bekannt
geworden (Luft 1995). Da sind zum einen spezifische Synthesen, wie z.B. die
Hydrierung von Dehydroorotsdure an der mitochondrialen Innenmembran. Eine
Storung bewirkt die Beeintrachtigung der Synthese von Pyrimidinnukleotiden, die zu
schweren Verdnderungen des Proteinbesatzes der Zelle fiihren (Loffler et al. 1997).

Zum anderen ist inzwischen unstrittig, dass die Mitochondrien Kalzium reversibel
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aufnehmen konnen, und dass die Mitochondrien somit iiber
phosphorylierungspotential- abhéngige Wechselwirkungen hinaus aktiv das Kalzium-
Signaling beeinflussen konnen (Gunter et al. 2000, Jouaville et al. 1995, Wussling et
al. 1999). Seit den fiinfziger und sechziger Jahren ist der kausale Zusammenhang
zwischen der akuten Ischdmie und mitochondrialen Funktionsstérungen bekannt
(Jennings et al. 1969). Die Untersuchungen auf diesem Gebiet fiihrten zur Etablierung

der modernen Transplantationsmedizin.

Im Jahr 1962 begann mit der Entdeckung der mitochondrialen Erkrankung eine
rasante Entwicklung in der pathologischen Biochemie (Luft 1962). Ende der 80er
gelang der Nachweis, dass Mutationen der mtDNA dafiir verantwortlich sind (Holt et
al. 1988, Wallace et al. 1988). So flihrte das zunehmende Wissen iiber die Rolle der
Mitochondrien bei vielen Erkrankungen zur Etablierung der mitochondrialen Medizin
(Dahl & Thorburn 2001, Luft 1995, Larsson & Luft 1999). Mittlerweile wurden tiber
50 Erkrankungen beschrieben, die ursidchlich auf spezifische Mutationen der mtDNA
oder der nDNA zuriick zu fiihren sind (Chinnery & Turnbull 1999). Einen Uberblick

iiber die Entwicklungen in der mitochondrialen Medizin gibt die Tabelle 4.

Tabelle 4. Ubersicht iiber die Geschichte der mitochondrialen Medizin.

Autor Jahr Entdeckung

Luft 1962 Beschreibung des ersten Falles einer 35- jdhrigen
cuthyreoten Frau mit extrem hohem Stoffwechsel und
stark erhohter Anzahl und GroB3e der Mitochondrien der

Muskulatur.

Engel 1963 Beschreibung der histochemischen Gomori Trichrome-
Farbung fiir Muskeln zur Identifikation der ,, ragged red
fibers®.

zwischen Debatte iiber Syndrome mit zwei kontrdren Positionen,
1970- 80 iiber deren Zusammengehorigkeit (Position der

,Hlumpers®) oder deren Eigenstindigkeit (Position der
,.splitters®) z.B. KSS/ progressive Ophthalmoplegie.

Crumrine & | 1975 Beschreibung des 1. Falles der MELAS.
Konigsberger
Anderson 1981 Entschliisselung der mtDNA.
Werneck & Di | 1985 Erster Carnitin- Palmity- Transferase (CPT)- Mangel
Mauro beschreiben.
seit 1990 Beschreibung von  iiber 50  mitochondrialen

Erkrankungen (mitochondriale Zytopathien) zumeist auf
der Basis genetischer Defekte. Mit dem besseren
Verstindnis der Grundlagen wird die Zahl weiter
steigen.
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Zunehmendes Verstdndnis {liber die Mechanismen der unterschiedlichen
mitochondrialen Genetik, die sich in verschiedenen Genotyp/ Phénotyp-
Verdnderungen auswirken, wurden aus Tiermodellen gewonnen. Genotyp/ Phinotyp-
Verdanderungen, Heteroplasmie oder so genannte ,,common deletionen®, die mit
verschiedenen Syndromen (Plus- Syndromen) vergesellschaftet sind, konnten auch
beim Menschen verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen zugeordnet werden
(Chinnery et al. 2001b, Schapira 1998). Die héufigsten Erkrankungen dieses
Formenkreises sind die MELAS, LUFT ’sche Erkrankung, M. Alzheimer und andere
(Chinnery & Turnbull 2001a). Als Ausldser dieser Erkrankungen werden zum Teil
die nachgewiesenen mtDNA- Mutationen angesehen. Durch die spezielle
mitochondriale Genetik iibertrdgt sich jedoch nicht jede mtDNA- Mutation auf die
Proteinebene und fiihrt zur Funktionseinschrankung der Zelle. Nur Homoplasmie, bei
der jedes Mitochondrium der Zelle Trager der spezifischen Mutation ist oder bei
Heteroplasmie im hohen Grade, bei der der iiberwiegende Teil, z.B. mehr als 60%
COX- Defizienzen, aller Mitochondrien einer Zelle diese Mutation aufweist, kommt
es auch zum nachweisbaren Funktionsverlust und damit zum Erkrankungsausbruch

(Shoubridge 2001a).

Die Mitochondrieninnenmembran, speziell die fiinf Atmungkettenkomplexe, stehen
auch im Mittelpunkt von Zellalterungsprozessen (Lee & Wei 2005). Wichtige
Erkenntnisse iiber Mechanismen von Zellalterung und programmiertem Zelltod
liefern Untersuchungen an Fadenwiirmern (Caenorhabditis elegans) oder an
,Knockout- Méusen*“. So zum Beispiel fiihrt bei Caenorhabditis elegans die mev-1
Mutation zu Verdnderungen in der SDH- Untereinheit im Komplex II mit schweren
Storungen der Elektronentransportkette, die zu einer vorzeitigen Alterung beitragen
(Ishii et al. 1998). Homozygote ,,Knockout- Mause* fiir das Ant-1- Gen ( Ant -/-)
fiihren zur Laktatazidose, zu mitochondrialer Myo- und Kardiomyopathie (Graham et
al. 1997). Beim Menschen werden die Mutationen in den nDNA- Genen des Ant-1 als
Syndrom der progressiven externen Ophthalmoplegie (PEO) bezeichnet
(Suomalainen et al. 1997). Nachgewiesenermalen sind die Atmungskettenkomplexe |
und III Hauptentstehungsorte der endogenen, mitochondrialen ROS (reactive oxygen
species). Durch die zeitabhéngige Einwirkung der ROS kommt es zur Akkumulation
von zahlreichen Mutationen in der mtDNA, die in enger ortlicher Beziehung zu den

Atmungszellkomplexen steht (extrinsischer Faktor der Zellalterung). Die Entstehung
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intrazellulirer ROS  kann unterschiedliche Effekte auslosen. Niedrige
Konzentrationen von ROS zum Beispiel fithren zur Zellproliferation, héhere zur
Apoptose und hochste Konzentrationen zur Nekrose (Deshpande et al. 2000, Li et al.
2003).

Neben den genetisch bedingten, hereditdren mitochondrialen Erkrankungen gibt es
auch durch akute oder chronische Ereignisse ausgeloste mitochondriale Stérungen
(DiMauro 2001a, DiMauro 2001b). Ein aktuelles Beispiel daflir wére die Sepsis
(Trumbeckaite et al. 2001). Der Einfluss von chronischer Hypoxie gelang unter
anderem am Herzen, am Hirn oder bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
(Nouette-Gaulain et al. 2005, Zullo et al. 1999). Das Rauchen spielte dabei als

Kofaktor eine entscheidende negative Rolle.

Aus beiden, aus nDNA und mtDNA- Genomen, werden die strukturellen
Komponenten (Proteine) der Atmungskettenkomplexe kodiert. In den letzten Jahren
wurden neben der Erforschung der mtDNA- Mutationen auch Mutationen der nDNA
als Ursachen funktioneller Storungen der Atmungskette bekannt (Smeitink et al.
1998). Die Mehrzahl der Erkrankungen treten im Erwachsenenalter auf und werden
autosomal rezessiv vererbt. Bei Kindern verlaufen diese Erkrankungen oft todlich.
Bei Erwachsenen sind mildere Verldufe die Regel. Sie gehen zumeist mit multiplen
mtDNA- Mutationen einher (Shoubridge 2001). Unter anderem sind Defizienzen
bekannt, die mehrere Atmungskettenkomplexe betreffen. Beim Leigh’s Syndrom ist
der Komplex I durch eine Mutation der AQDQ Untereinheit auf Chromosom 5 und
der Komplex IV durch Mutation des SURF-I-Gens auf Chromosom 9q1 deletiert. Bei
der optischen Atrophie und Ataxie liegt ursdchlich eine Komplex II- Storung durch
eine Mutation der Fp- Untereinheit des SDH auf Chromosomen 3 vor. Meulemans et
al. (2004) konnten bei Kindern mit funktionell nachgewiesenem Komplex-I-Defekt
keine der typischen mtDNA—-Mutationen nachweisen. Die insgesamt 96
verschiedenen Nukleotidverdnderungen wiesen auf einen Defekt nukledr kodierter

Gene hin.

In malignen Tumoren fielen die gednderte Grofle, Form, Menge und Tatigkeit von
Mitochondrien morphologisch und funktionell auf (Cuezva et al. 2002, Eble et al.

1984, Ebner et al. 1991). Mitochondrien von schnell wachsenden Tumoren neigen
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dazu, weniger und kleinere Mitochondrien mit wenigen Christae zu besitzen im
Vergleich zu Mitochondrien langsam wachsender Tumoren (Eble & Hull 1984, Ebner
et al. 1991, Peluso et al. 2000). Gutartige Tumoren der Schilddriise, der
Speicheldriisen, der Niere, der Nebenschilddriise und der Brustdriise zeichnen sich
durch auBergewohnlich viele Mitochondrien mit einem hohen Anteil oxidierender

Enzyme aus (Maximo et al. 2000).

Da die Bestimmung hypoxischer Marker und Mikromilieubedingungen von Kopf-
Hals-Tumoren und Zervixkarzinomen einen Schwerpunkt der klinischen Forschung
der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
darstellten, lag es nahe, auch Untersuchungen zur Mitochondrienfunktion an diesen
Tumoren durchzufiihren. Es wurde ein fachiibergreifendes Projekt in Zusammenarbeit
mit dem Muskellabor der Klinik fiir Neurologie und dem Institut fiir Pathologie der
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg initiiert. Zuvor war es jedoch notwendig,
dass eine Machbarkeitspriifung am Modelltumor der Ratte, dem RI1H-
Rhabdomyosarkom, durchgefiihrt wurde. Ziel dieser Arbeit war es, die in der
Neurologie fiir Muskelfasern erprobten Untersuchungstechniken, wie die skinned
fiber-Technik  (,,enthdutete = Faser-Technik) und die  Messung  der
Atmungskettenkomplexe am Oxygraphen mittels der hochauflésenden Respirometrie
und der multiplen Substrat-Inhibitor-Technik, an Tumorgewebe der Ratte zu
etablieren. Die Kennzeichnung von Unterschieden hinsichtlich der mitochondrialen
Eigenschaften in Tumoren konnte ein weiterer Schritt im Verstindnis von
Anderungen des Tumormetabolismus im Gegensatz zum Normalgewebe bedeuten.
Die konnte insbesondere bei schnell proliferierenden Tumoren, wie zum Beispiel

Kopf-Hals-Tumoren, von Bedeutung sein.

4.2 Ubertragung respirometrischer Messmethoden auf R1H-
Rhabdomyosarkome

Mitochondriale Defekte wurden als Ursache schwerwiegender Erkrankungen, z.B.
flir mitochondriale Enzephalomyopathien, gefunden. Funktionale Defizite der
Atmungskette sind bei diesen hereditiren Muskelerkrankungen gut erforscht. Durch
respirometrische Messungen der fiinf Atmungskettenkomplexe lassen sich die

Schéadigungen und die daraus resultierenden Funktionseinschrankungen qualitativ und
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quantitativ bestimmen (Sperl et al. 1997). Prinzipiell stehen zur Untersuchung des
Bioenergichaushaltes der Zellen mehrere Methoden zu Verfiigung. Eine Methode, die
die verschiedenen Moglichkeiten der Untersuchung des Sauerstoffmetabolismus der
Zellen vereinigt (biochemische, volumetrische und manometrische Techniken), ist die
hochauflosende Respirometrie (high- resolution- respirometry) mit FEinsatz von
polarographischen Sauerstoffsensoren (Clark- Elektroden) in Verbindung mit der
multiplen Substrat-Inhibitor-Technik. Diese Methode erlaubt, kleinste Organismen,
Gewebeproben, Zellen oder gar isolierte Mitochondrien funktionell zu untersuchen.
Sie ist mittlerweile in der Biochemie, Pathophysiologie und Neuromuskelphysiologie
zur Funktionsanalyse von Mitochondrien vieler Gewebe, z.B. Hirn, Herzmuskulatur

und vor allem quergestreifte Skelettmuskelzellen, fest etabliert.

Um funktionelle Eigenschaften von Mitochondrien zu untersuchen, werden in den
meisten Laboratorien die Mitochondrien aus ihren Zellen isoliert und getrennt vom
Zytosol untersucht. Gellerich et al. (1999), Veksler et al. (1987), Mazat et al. (1997)
und Kunz et al. (1993) haben methodische Arbeiten zur Untersuchung der
Mitochondrienfunktion in kleinsten humanen Probenmengen eingefiihrt (Sperl et al.
1997). So wurde die Technik der gehduteten Muskelfasern, die skinned- fiber-
Technik, wobei die Permeabilisation der Zellmembranen mittels Saponin erfolgt, zur
Detektion von Funktionsdefiziten an Muskel- und Herzmitochondrien verschiedener
Spezies, wie Mensch (Letellier et al. 1992, Sperl et al. 1997), Ratte (Veksler et al.
1987), Kaninchen (Gellerich et al. 2000, Trumbeckaite et al. 2003) und Maus (Braun
et al. 2001) etabliert. Der Vorteil dieser Technik besteht insbesondere darin, dass iiber
90% der im Muskel vorhandenen Mitochondrien erfasst werden, was bei der
Untersuchung heterogener Populationen wichtig ist (Larsson & Luft 1999). Ein
weiterer Vorteil der skinned fiber- Technik liegt in der groflen zeitlichen Stabilitét der
Mitochondrien wihrend der Lagerung der Proben. Die Mitochondrienfunktion bleibt
bei sachgemifer Lagerung bis zu 20 Stunden erhalten, was den Versand von nativen
Muskelproben oder anderen Geweben fiir diagnostische und wissenschaftliche
Zwecke erlaubt (Kuznetsov et al. 2003). Zu erwihnen ist aulerdem die Mdoglichkeit,
das Zusammenspiel zwischen Mitochondrien und anderen Zellorganellen, wie z.B.
dem sarkoplasmatischen Retikulum, untersuchen zu konnen (Khuchua et al. 1994).
Aufgrund des prinzipiell variablen Mitochondriengehaltes und den in der Muskulatur

oder in anderen Geweben vorhandenen Inhomogenititen, ist die Normierung
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mitochondrialer Enzym- und Funktionsdaten auf die Citratsynthase erforderlich

(Simonnet et al. 2002 und 2003).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, zunichst die Ubertragbarkeit der skinned fiber- Technik
auch auf andere Normalgewebe im Vergleich zum Skelettmuskel zu iiberpriifen. Es
ist bekannt, dass sich mitochondriale Eigenschaften der gleichen Zellkulturen oder

auch in Tumorzelllinien abhingig von den Kulturmedien und -zustinden
unterscheiden konnen. Rossignol et al. (2004) fanden eine Verdopplung der

endogenen Atmung bei HeLa- Zellen, sobald diese in Galaktose statt in Glukose
kultiviert wurden. Die respirometrischen Untersuchungen unserer Gewebeproben
hatten dagegen den Vorteil, dass reproduzierbare Resultate unabhdngig von einem

Kulturmedium und von Tumorwachstumsraten in Kultur erbracht werden konnten.

Fiir die Normalgewebe Rattenleber und —niere wurde gezeigt, dass sich diese Gewebe
mechanisch mit Kaniilen ohne Préparationsverluste zerkleinern lieBen und eine
Permeabilisation der Zellwénde durch Saponin moglich war, ohne die Mitochondrien
zu schidigen. Die Technik wurde ebenfalls fiir Zellkulturen angewendet (Ergebnis
hier nicht dargestellt). Das Lebergewebe unterscheidet sich vom Nierengewebe durch
einen wesentlich niedrigeren state3pyr, wobei der state3suc in der Niere deutlich
erhoht war. Somit liegen fiir jedes Normalgewebe spezifische OXPHOS-Kapazititen
vor. Vergleichende Untersuchungen von Tumorgeweben miissen also immer das
entsprechende Normalgewebe vor der malignen Transformation mit beinhalten. Nur

so konnen spezifische Defekte in Tumoren auch richtig eingeordnet werden.

Die multiple Substrat-Inhibitor-Technik erlaubt es jeden Komplex der OXPHOS
separat und mehrmals hintereinander in der oxygraphischen Messkammer zu
untersuchen, was eine hohe Sicherheit der Messergebnisse gewéhrt. Die vorliegenden
Daten der Arbeit zeigen, dass die multiple Substrat-Inhibitor-Technik in
Normalgeweben sowie vor allem auch in Tumorgeweben zuverldssige Ergebnisse
iiber die Funktion der OXPHOS erbringt. Sie erlaubt als Technik einen Vergleich der
Atmungsaktivitit des Komplexes I (state 3py;) und des Komplexes II (state 3sycc) 1n
der gleichen Probe. Das Verhiltnis der state 3p,, gegen die state 3su.c (SRPR) ist ein
unabhingiger Parameter und betrigt normalerweise circa 120% fiir den menschlichen

Skelettmuskel und das menschliche Herz (Laterveer et al. 1996). Dieses Verhiltnis
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verringert sich bei Abnahme der Tatigkeit des Komplexes I, wie es bei einigen
mitochondrial bedingten Erkrankungen und wihrend des Alterns der Fall ist

(Khuchua et al. 1994).

Der Komplex I der Atmungskette ist der grofte und wahrscheinlich auch der
storanfdlligste Enzymkomplex der Mitochondrien. Da sieben der 43 Untereinheiten
mtDNA- kodiert sind, wurde u.a. im Muskellabor der MLU Halle-Wittenberg ein
Versuchsansatz etabliert, der speziell fiir die Detektion Komplex I- abhingiger
Funktionsverluste geeignet ist. Die Atmungraten am Komplex [ (Pyruvatatmung
[state 3pyr]) und am Komplex II (Succinatatmung [state3succ]) der gleichen
Muskelfasern und Tumoren wurden nacheinander nach Zugabe von Substraten und
Hemmstoffen respirometrisch am Oxygraphen gemessen. Der Quotient aus beiden
Messwerten (SRPR) ist unabhédngig von der Mitochondrienmenge, aber abhéngig von
der relativen Ausstattung der Mitochondrien mit Komplex I, was sich ebenfalls gut
mit dem Enzymaktivitdts- Quotienten von Komplex I+III/ II+III beschreiben ldsst
(Gellerich et al, submitted). Beide Messgrolen wurden an verschiedenen Muskeln
verschiedener Spezies bestimmt und korrelieren signifikant miteinander. Beim
Altern, bei Endotoxdmie bei Sepsis im Pavianherzen, bei Ischdmie und bei
Deletionen der mtDNA nehmen beide GroBen deutlich messbar ab (Gellerich et al.
2002a, Tostlebe et al. 2001, Trumbeckaite et al. 2001). Es standen uns also
leistungsstarke Messmethoden zum Nachweis Komplex I-abhidngiger Defekte aus

dem Muskellabor auch fiir die Tumoranalyse zur Verfligung.

An den insgesamt 11 Experimentaltumoren konnten die Methoden zur
Funktionsanalyse der OXPHOS ohne Probleme etabliert werden. Einzig auch das
mechanische Aufbrechen der Zellwdnde war in den Tumoren einfacher und musste
etwas vorsichtiger erfolgen. Es konnten jedoch bei allen Proben vitale
Tumormitochondrien den Messungen zugefiihrt werden. Die Standardabweichungen
der Messungen waren insgesamt gering. Durch die Mehrfachanalyse gelang es valide

Tumordaten zu erheben.
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4.3  Spezifische Atmungskomplex-Storungen in R1H-Rhabdomyosarkomen

Im R1H-Rhabdomyosarkom betrafen die gemessenen Verdnderungen hauptsichlich
den Komplex I der Atmungskette mit einer Absenkung der SRPR. Neben der starken
Depression in den Komplexen I, konnte eine Zunahme der spezifischen Tétigkeiten
der Komplexe II gezeigt werden. Diese nachgewiesen Funktionsdefizite der Tumoren
stehen in Ubereinstimmung mit den Resultaten von Simonnet et al. (2002), die
gleiches fiir Nierenzellkarzinome belegen konnten. Diese reduzierten Komplex I-
Aktvititen bei Tumoren wurden bereits auch in anderen Arbeiten beschrieben, die
enzymatische und Proteinchemietechniken verwandten (Lichtor& Dohrmann 1986).
Aber diese Studien konnten nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, die spezifischen
Funktionsdnderungen des Komplexes 1 erfassen. Durch die reduzierte state 3py;
(Komplex I) konnte auch fiir das R1H- Rhabdomyosarkom eine geringere SRPR

<100% bewiesen werden.

Wir fiihrten gleichfalls in den RI1H- Rhabdomyosarkomen auch vergleichende
Messungen am Photospektrometer der intrazelluldiren Enzymaktivitit der
Atmungskettenkomplexe I bis IV und des Schrittmacherenzyms des Zitratzyklus, der
Citratsynthase, durch. Die Ergebnisse bestétigten bei den R1H-Rhabdomyosarkomen
eine verminderte Enzymaktivitit der Atmungskettenkomplexe I und II und der
Citratsynthase im Vergleich zum gesunden Skelettmuskel. Zusitzlich wurde ein
Abfall auch der COX nachgewiesen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
respirometrisch gemessenen Verdnderungen an Komplex III und Komplex IV, wobei
angegeben wird, dass ein verringertes Angebot an Cytochrom C und

Cytochromoxygenase vorlag.

Die von PD Dr. rer nat. Gellerich zuvor durchgefiihrten Untersuchungen zeigten
bereits, dass verminderte Atmungsraten in Skelettmuskeln alter Ratten im Vergleich
zu jungen Ratten bestehen. Moglicherweise sind hier Alterungsprozesse, die eng an
die Funktionstiichtigkeit der Atmungskettenkomplexe gebunden sind, entscheidend.
Fir die Untersuchungen der Atmungsraten in Tumoren und im Normalgewebe
wurden nur gleichaltrige Tiere miteinander verglichen. Setzt man nun die
Atmungsraten und die Enzymaktivititen der R1H- Rhabdomyosarkome zu denen von

Skelettmuskeln alter und zu junger Ratten, so stellt man eine lineare Abnahme der
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Enzymaktivititen und der Atmungsraten von jungen Ratten {iber die alten Tiere in
Richtung Tumor fest. Dies spricht fiir altersabhingige Einfliisse auf die endogene
Zellatmung. Die deutliche Atmungskettendefizienz im R1H- Rhabdomyosarkom ist
sicherlich auf spezifische Komplexdefekte zuriickzufiihren und nicht nur auf eine
verminderte Funktionsfdhigkeit aufgrund von ROS-induzierten Schidden im
Alterungsprozess. Somit konnen wohl fiir Tumoren gezieltere Storungsmechanismen

der Atmungskettenkomplexe angenommen werden.

Fir die RIH-Tumoren konnte zudem eine erhohte Durchldssigkeit der
mitochondrialen Innenmembranen demonstriert werden. Diese hohe Undichtigkeit
konnte mit der Zunahme der Leakatmung erklirt werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde dies mit Hilfe von Antimycin A, einem speziellen Blocker von Komplex III,
gepriift. Schon Arcos et al. (1971) beschrieb bereits 1971 die moglichen strukturellen
Atmungskettendnderungen mit einer Beschddigung der Komplexe als Ursache z.B.

fiir die erhohte Leakatmung in Tumorzellen.

4.4  Rotenonhemmung in R1H- Rhabdomyosarkomen

Ein  Charakteristikum maligner Tumoren ist die Resistenz gegeniiber
Apoptosesignalen, die als verminderte Sterblichkeit seit langem beschrieben wird
(Igney & Krammer 2002). Bekannt ist eine gesteigerte Apoptose in Normalzellen bei
Defizienz im Komplex I und III unter anderem bei neurodegenerativen Erkrankungen
(Leonard & Schapira 2000). Eine attraktive Hypothese fiir die Tumorentstehung wére
daher, die Unterdriickung der mitochondrialen Apoptosesignale durch funktionell

defiziente Atmungkettenkomplexe zu postulieren.

Der Komplex I der Atmungskette gilt als empfindlichster Sensor fiir die O»-
abhingige Einleitung von Apoptose oder Nekrose. Dies konnte unter anderem an akut
hypoxisch geschéddigten proximalen Tubuluszellen der Niere, die mit einer
gesteigerten Apoptose auf diesen Stress reagierten. Nachweislich ist, dass die
Komplex [-Defekt vor der Einleitung der Apoptose schiitzen kann (Barrientos &
Moraes 1999). So gehen die im Komplex [-defizienten Zellen der Substantia nigra bei
Morbus Parkinson trotz dieser Storung nicht in Apoptose. Wie andere Autoren, so

konnte auch diese Arbeit die Komplex [-Defizienz als ein Charakteristikum von
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Tumorzellen belegen (Penta et al. 2001). Vor allem die Erzeugung und Anhdufung
von ROS sowie auch ein Ca’-Anstieg werden als zusitzliche Ausloser der
mitochondrial getriggerten Apoptose angesehen (Wojtczak 1996). Nicht nur in
Tumoren, aber dort besonders, sind die Komplex I und III die Majorentstehungsorte
fiir die ROS (Raha & Robinson 2001, Seo et al. 1998). So konnte postuliert werden,
dass mit dem zunehmenden Defekt der Komplexe die Tumorzelle auch einen
wichtigen Initiator der Apoptose ausschaltet und sich somit vor der Apoptose zu
schiitzen versucht. Zudem haben Ahmed et al. (2005) gezeigt, dass auch hohe
Glukosekonzentrationen in der Tumorzelle gegen diese Beschiddigungen durch hohen
oxidierenden Druck schiitzen kann, was dann als ein protektiver Mechanismus auch

gegen die Apoptose gelten kann.

Prinzipiell konnen zwei verschiedene Ansdtze, um den mdglichen Zusammenhang
von defekten Atmungskettenkomplexen und der Induzierbarkeit von Apoptose
nachzuweisen, gewdhlt werden. Als erstes kann die Atmungskette gezielt durch
implantierte mutierte Gene, die dann fiir defekte Komplexe kodieren, oder durch
Zellen, die keine mtDNA mehr besitzen (p°- Zellen), ausgeschaltet werden. Durch die
gezielte Ausschaltung von Komplex I in Komplex I- mutierten und somit in
atmungsdefizienten Zellen konnten Higuchi et al. (1998b) in Leukdmiezellen die
Apoptose verhindern. Erst durch die Aktivierung der Caspase 3 konnte die PT-
Induktion realisiert werden und die Zellen gingen wieder in den Selbstmord (Higuchi
et al. 1998a). Das gezielte Ausschalten von Komplex 1 stabilisierte die
AuBenmembran und fithrte so zu einer Verringerung der Apoptoseneigung. In p’-
Zellen konnte durch die Atmungskettenhemmer selbst keine Apoptoseinduktion

eingeleitet werden.

Die zweite Moglichkeit ist die Atmungskette mittels ihrer speziellen Hemmstoffe zu
blockieren und dann die Zellen auf ihre Apoptosewege hin zu untersuchen. Rotenon
ist ein spezifischer Blocker der NADH-Dehydrogenase-Téatigkeit in der
mitochondrialen Elektronentransportkette an Komplex I, aber hemmt den Fluss der
Elektronen nicht von Komplex II zu Komplex III. Rotenon bindet an die Untereinheit
im Komplex I, die vom ND1- Gen der mtDNA mit kodiert wird (Earley et al. 1987).
Die Funktion der NDI1- Untereinheiten wurde an charakteristischen Rotenon-

resistenten Mutanten humaner Zelllinien, die zuséitzlich zu nukledren Mutationen in
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diesen mtDNA- Genabschnitten mutiert waren, untersucht (Hofhaus et al. 1995). Die
Komplex I- Inhibitoren Rotenon und Antimycin A und der hocheffektive spezifisch
mitochondriale ATPase- Inhibitor Oligomycin sind in der Lage, in lymphoblastoiden
Zellen in 12 bis 18 Stunden Apoptose zu induzieren (Isenberg & Klaunig 2000).
Dabei wurden z.B. Konzentrationen fiir Rotenon von 0.5 -5 uM fiir die Auslésung
des Selbstmordes ermittelt. Keine Induktion gelang in Zellen mit einer defekten
Atmungskette. Zudem wurde diese Apoptose nicht durch die Anwesenheit von Bcl-2
gehemmt, was einen moglichen anderen Weg der Apoptoseinduktion durch diese
Substanzen vermuten ldsst (Wolvetang et al. 1994). In diesem Zusammenhang konnte
auch ein Einfluss von Rotenon direkt auf die mitochondrial transitions Pore (MTP)
und dann die Auslosung von Apoptose belegt werden (Chauvin et al. 2001). Zudem
lie} sich eine absinkende Rotenonsensitivitidt bei alternden Zellen als besonders

charakteristisches Zeichen nachweisen (Genova et al. 1997).

In der vorliegenden Arbeit war es moglich, auf enzymatischem- und auf
Funktionsniveau eine spezifische Verminderung der Rotenonsensitivtidt durch die
erhohte Rotenon-Insensitivitit am Komplex I in den Tumoren nachzuweisen.
Moglicherweise lag es an einer verminderten Bindungsfihigkeit von Rotenon an
Komplex I im RIH-Rhabdomyosarkom im Gegensatz zu den normalen
Muskelgeweben. So konnte zum einen durch Mutationen der mtDNA in dieser
Untereinheit von Komplex I, die spezifische Bindung des Rotenons an der NDI-
Untereinheit, vermindert oder aufgehoben sein. Hotfhaus et al. (1995) war es
andererseits mdglich auch nukledre DNA-Mutation dafiir verantwortlich zu machen.
Aber auch der massive Defekt des Elektronenflusses im Komplex I selber konnte die
Ursache fiir die wenig effektive Blockierung sein. Zukiinftig miissen weitere

Untersuchungen folgen, um diesen Mechanismus aufkliaren zu konnen.

4.5  Einfluss des Tumormikromilieus auf die respiratorische Kapazitiit

Nachweislich ist der intratumorale Blutfluss sehr heterogen. Das Gefdlnetzwerk
eines Tumors ist als chaotisch zu bezeichnen. Daraus resultiert ein sehr
unterschiedliches biologisches Wachstumsverhalten. Vielféltige Untersuchungen
bestitigen, dass die Tumorgrofle allein nicht mit der Gefafldichte, intratumoraler

Nekrosezonen und dem Ausmal} an Hypoxie korreliert (Gillies et al. 1999, Dunst et
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al. 2001). Die Hypoxie begiinstigt eine Malignisierung von Tumorzellen durch
Selektion apoptosegehemmter, therapieresistenter Zellen (Vaupel et al. 2001).
Zusiatzlich 16st sie eine Induktion spezifischer Proteine aus, die Teil vieler schon
bekannter Wege, wie z.B. der Apoptose, des Zellwachstums und der
Zelldifferenzierung sind. Der genaue Ablauf der Induktion ist bisher noch verborgen.
Diese Proteine werden als ,,Hypoxische Stress- Proteine™ bezeichnet. Identifiziert
werden konnten bisher glukoseregulierende Proteine, glykolytische Enzyme, Proteine
zur  oxidativen  Stressantwort, Proteine der Redoxhomdostase, einige
Transkriptionsfaktoren, einige Proto- Onko- und Suppressor- Gene und Gene der
Signaltransduktion (Sutherland et al. 1996). Weiter werden Proteine fiir die
Angiogenese (VEGF) und zur Andmiekorrektur (EPO) induziert (Raleigh et al.
1998). Wie in der vorliegenden Arbeit dargestellt und auch allgemein als gesichert
gilt, ist, dass Tumorzellen im Bereich der endogenen Komplexatmung defekt sind.
Ob diese Atmungsdefekte qualitativ unterschiedlich innerhalb von Tumoren
auftreten, oder ob diese homogen im gesamten Tumor vorkommen, wurde bisher
nicht untersucht. Moglicherweise spielen diese als Mikromilieufaktoren bezeichneten

Einfliisse eine Rolle in der Verdnderung der Atmungsaktivitdt von Tumorzellen.

So wurden respirometrische Messungen in verschiedenen Tumorarealen des R1H-
Rhabdomyosarkoms durchgefiihrt. Ob im Tumorrandbereich oder im -zentrum, die
respirometrischen Parameter der Tumormitochondrien zeigten in Abhidngigkeit von
threr Lokalisation nur leichte, nicht signifikante funktionelle Unterschiede, was der
theoretischen Annahme von funktionellen Unterschieden bei morphologischen
Unterschieden 1m Tumor widersprach. Im Tumorrandbereich des RIH-
Rhabdomyosarkoms, einem Tumor, der sich in dieser Zone durch eine starke
Vaskularisation kennzeichnet, wurde nur eine leicht geringere state 3,,, im Vergleich
zum Zentrum gemessen, einer Zone, die ebenfalls charakteristisch fiir diesen Tumor
als zentrale Nekrose vorliegt. Durch den Nachweis von reduzierten, aber sicher
vorhanden Komplex I- Aktivititen und einer fiir Tumorzellen als spezifisch
anzusehenden SRPR<100% muss auch in diesen Zellen, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zu Nekrosen liegen, von der Anwesenheit vitaler Tumormitochondrien
ausgegangen werden. So sind Nekrosezonen nicht als ,harmlose*
stoffwechselinaktive Areale mit abgestorbenen Zellen anzusehen, sondern als aktive

Tumorbereiche, die Zellen mit gesteigerter Glykolyse und vermehrter Resistenz
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gegeniiber von Apoptosesignalen aufweisen und somit eine hohe prognostische

Relevanz besitzen (Kuhnt et al. 2005).

5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Seit der Arbeit von Otto Warburg ist das Wissen iiber die Atmung von Tumorzellen
immens erweitert worden. Vielféltige Untersuchungen der mitochondrialen Medizin
haben zu einem groflen Detailwissen beigetragen.

Wihrend der Tumorgenese kommt es hdufig zum Ersatz der aeroben endogenen
Atmung durch die zytosolische Glykolyse. Friihzeitig wurde dies mit einer mdglichen
Storung der OXPHOS- Funktion von Tumorzellen in Verbindung gebracht.

Die in der Neurologie etablierten Methoden zur Untersuchung von Muskelfasern, wie
die skinned fiber-Priparationstechnik und die multiple Substrat-Inhibitor-Titration,
sind Methoden, die sich auch auf die respirometrische Untersuchung von anderen
somatischen Korperzellen tibertragen lassen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an
einem Experimentaltumor der Ratte, dem in der Strahlenbiologie etablierten R1H-
Rhabdomyosarkom, diese Messmethoden der endogenen Zellatmung ebenfalls
einzufiihren und auf ihre Robustheit zu {iberpriifen. Um die Leistungsfahigkeit dieser
Methoden auch am Tumor zu belegen, wurden vergleichende Messungen an den
Skelettmuskeln der Ratten durchgefiihrt. Hier lagen bereits umfangreiche Daten der
Respirometrie und Photospektromertie im Muskellabor der Neurologie der Martin-
Luther- Universitit Halle-Wittenberg vor.

An insgesamt 11 Experimentaltumoren konnten die Methoden ohne Probleme
iiberfiihrt werden. Einzig das mechanische Aufbrechen der Zellwidnde war in den
Tumoren einfacher und musste etwas vorsichtiger erfolgen. Es konnten jedoch bei
allen Proben vitale Tumormitochondrien den Messungen zugefiihrt werden. Die
Standardabweichungen der Messungen waren insgesamt gering. Durch die
Mehrfachanalyse gelang es valide Tumordaten zu erheben.

Mittels respirometrischer Untersuchungen von Atmungsraten, Flusskoeffizienten und
photospektrometrischer Enzymaktivititen konnten zudem spezifische Verdnderungen
im Tumorgewebe 1im Vergleich zum Normalgewebe, welches durch das
Skelettmuskelgewebe desselben Tieres repriasentiert wurde, aufgezeigt werden, wobei

die fast komplette Funktionsstérung von Komplex I der OXPHOS in den RI1H-
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Tumoren mit Sicherheit das eindrucksvollste Ergebnis der vorliegenden
Untersuchung ist.

Perspektivisch konnten zukiinftig Untersuchungen anderer Tumorentititen folgen
sowie eine Aufgliederung der Verdnderungen an der mitochondrialen OXPHOS
wiéhrend der Karzinogenese anhand von pramalignen Tumorvorstufen (Dysplasien).
Dies wire besonders fiir schnell proliferierende Tumoren, wie z.B. fiir

Plattenepithelkarzinome im Kopf- Hals- Bereich interessant.
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Thesen

In Abhéangigkeit von der Zellart nehmen Mitochondrien 3% bis 25% des
Zellvolumens ein. Mitochondrien kénnen in ihrer Gro3e mit einem mittleren
Durchmesser von 0,5-1um und mit einer mittleren Lange von etwa 1 bis Sum
und in ihrer Form variieren. Sie besitzen jedoch alle die gleiche grundlegende

Struktur.

Die metabolische Aktivitit einer Zelle héngt von der Anzahl der
Mitochondrien und der Ausprdgung der Christae ab. Zellen mit grofBer
metabolischer Aktivitdt, wie z.B. Herzmuskelzellen, haben viele und gut
entwickelte Mitochondrien. Mitochondrien setzen sich aus mehr als 800
unterschiedlichen Proteinen zusammen, von denen lediglich 13 Proteine im
Mitochondrium selbst synthetisiert werden. Alle diese 13 Proteine sind

Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette, der OXPHOS.

Die Innenmembran enthilt fiinf Proteinkomplexe, die so genannten integralen
Membranproteine. Vier von ihnen bilden die Atmungskette (OXPHOS):
Komplex I, II und IIl beliefern die Cytochrom c- Oxidase (COX) mit

Elektronen fiir die Reduktion des Sauerstoffs.

Die origindre Aufgabe der Mitochondrien besteht in der ATP- Produktion zur
Energiebereitstellung fiir die verschiedenen Stoffwechselleistungen. Des
Weiteren werden Aminosduren, Fettsduren, Steroide und Harnstoff in den
Mitochondrien metabolisiert. Seit einiger Zeit sind spezielle Funktionen in der
Ca’" - Regulation sowie in der Biosynthese der Orotsiure bekannt geworden.
Die Mitochondrieninnenmembran, speziell die fiinf Atmungkettenkomplexe,
stechen im Mittelpunkt von Zellalterungsprozessen. Mitochondrien besitzen
eine Schliisselrolle als Sensor und Ausléser in den Pathways der Apoptose

und Nekrose.

Otto Warburg gelang es erstmals, die Beteiligung der Mitochondrien an der

Pathogenese maligner Tumoren aufgrund deren Neigung zur vermehrten
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aeroben Glykolyse nachzuweisen. Daher ist die Tumorproliferation von der

Anwesenheit von Sauerstoff weitestgehend unabhéngig.

In der iiberwiegenden Mehrzahl zeichnen sich Tumoren als ein Ort mit stark
erhohter Glukosespeicherung und erhohtem Glukoseumsatz aus, wodurch eine
Hemmung der endogenen Atmung eintritt. Erstmals wurde dieses Phdnomen
von Herbert G. Crabtree (1929) beschrieben und nach ithm ,,Crabtree effect™
benannt. Die  Daten  der  Literatur  zeigen  unterschiedliche
Forschungsergebnisse  hinsichtlich  einer spezifischen  Stérung der

Atmungskettenkomplexe in Tumoren.

Die in der Neurologie und Pathophysiologie fiir Muskelfasern erprobten
Methoden, wie die skinned fiber-Technik (enthdutete Faser- Technik) und die
oxygraphische Messung der Atmungskettenkomplexe mittels hochauflosender
Respirometrie und multipler Substrat- Inhibitor- Technik standen zur
Verfiigung, wurden aber bisher nicht an Tumorgeweben auf ihre

Durchfiihrbarkeit iiberpriift.

Die vorliegenden Daten der Arbeit zeigen, dass die multiple Substrat-
Inhibitor-Technik in Normalgeweben sowie vor allem auch in Tumorgeweben
zuverlédssige Ergebnisse iiber die Funktion der OXPHOS erbringt. Im R1H-
Rhabdomyosarkom ist die Atmung am Komplex I (state 3 ,,;) im Vergleich
zum Skelettmuskel vermindert. Neben der starken Depression im Komplex 1
kann eine Zunahme der spezifischen Tatigkeiten im Komplex II gezeigt
werden. Bei einer massiven Absenkung der SRPR muss von einem

funktionellen Defekt des Komplexes I ausgegangen werden.

Die Atmung am Komplex I (state 3 ;) kann durch Rotenon gehemmt werden.
Diese Hemmung ist beim Skelettmuskel charaktristisch sehr stark ausgeprégt.
Im RI1H-Rhabdomyosarkom liegt eine verminderte Hemmbarkeit des
Komplexes I vor, was sichtbar in einer Erh6hung der Rotenon-insensitiven

Atmung ist.
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11.

12.

Bekannt ist, dass Alterungsprozesse eng an die Funktionstiichtigkeit der
Atmungskettenkomplexe gebunden sind. Es liegen vor allem durch ROS-
induzierte Schidigungen verminderte Atmungsraten in Skelettmuskeln alter
Ratten im  Vergleich zu jungen Ratten vor. Die massive
Atmungskettendefizienz im R1H- Rhabdomyosarkom, die deutlich unter der
von alternden Muskeln liegt, ist moglicherweise auf stirker funktionell

gestorte Komplexe zuriickzufiihren.

Nachweislich ist der intratumorale Blutfluss sehr heterogen. Das
GefdBnetzwerk eines Tumors ist als chaotisch zu bezeichnen. Daraus resultiert
ein sehr unterschiedliches biologisches Wachstumsverhalten. Hypoxie
begiinstigt eine Malignisierung von Tumorzellen durch Selektion

apoptosegehemmter, therapieresistenter Zellen.

Es wurden respirometrische Messungen in verschiedenen Tumorarealen des
R1H-Rhabdomyosarkoms durchgefiihrt. Im Tumorrandbereich des RI1H-
Rhabdomyosarkoms, einem Tumor, der sich in dieser Zone durch eine starke
Vaskularisation kennzeichnet, wurde nur eine leicht geringere state 3, im
Vergleich zum Zentrum gemessen, einer Zone, die ebenfalls charakteristisch
fiir diesen Tumor als zentrale Nekrose vorliegt. Durch den Nachweis von
reduzierten, aber sicher vorhanden Komplex I- Aktivititen und einer fiir
Tumorzellen als spezifisch anzusehenden SRPR<100% muss auch in diesen
Zellen, die in unmittelbarer Nachbarschaft zu Nekrosen liegen, von der
Anwesenheit vitaler Tumormitochondrien ausgegangen werden. So sind
Nekrosezonen nicht als ,harmlose” stoffwechselinaktive Areale mit
abgestorbenen Zellen anzusehen, sondern als aktive Tumorbereiche, die
Zellen mit gesteigerter Glykolyse und vermehrter Resistenz gegeniiber von
Apoptosesignalen aufweisen und somit eine hohe prognostische Relevanz

besitzen.

65



8 Erklarungen

Erklirung iiber das Vorliegen eines Ethikvotums
Fir die Tierversuche lag im Rahmen eines Forschungsvorhabens genehmigt durch
das Land Sachsen- Anhalt ein Ethikvotum der Martin- Luther- Universitidt Halle-

Wittenberg vor.

Eigenstindigkeitserklirung

Ich erkldre hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig, ohne unzuldssige
Hilfe Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt
habe. Die aus anderen Quellen direkt oder indirekt {ibernommenen Daten und
Konzepte sind unter Angabe der Quelle gekennzeichnet.

Ich versichere, dass ich fiir die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht
die entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten (Promotionsberater
oder andere Personen) in Anspruch genommen habe. Niemand hat von mir
unmittelbar und mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im
Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder &dhnlicher

Form einer anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

Erkliirung iiber frithere Promotionsversuche
Weder im In- noch im Ausland wurde eine Promotion von mir eingereicht bzw. ein

Promotionsverfahren er6ftnet.

Halle, den 10.12.2007 oo
Tanja Pelz



9 Lebenslauf

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Wohnort:

Familienstand:
Nationalitéat:
Vater:

Mutter:

Schulbildung
1981 - 1990
1990 - 1993
1993
Berufsbildung
1993 -1995

1995 — 1999

1999 - 2000

seit 2000

Halle, den 10.12.2007

Pelz

Tanja

22.04.1975

Halle/ Saale

Kurt- Eisner- Str. 18

06110 Halle/ Saale

ledig

deutsch

Roland Pelz

Diplom-Ingenieur (FH) fiir Kaélte- und
Klimatechnik

Sabine Pelz

Ingenieur fiir Kélte- und Klimatechnik

POS Kanena- Bruckdorf
Thomas- Miintzer- Gymnasium Halle/ Saale
Abitur

Vorklinisches Studium der Humanmedizin an
der  Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg; Arztliche Vorpriifung

Klinisches Studium der Humanmedizin an der
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg;

1. Abschnitt der Arztlichen Priifung 1996

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung 1999
Praktisches Jahr

3. Abschnitt der Arztlichen Priifung
Facharztweiterbildung in der Klinik und
Poliklinik fiir Strahlentherapie an der Martin-
Luther-Universitdat Halle-Wittenberg

Tanja Pelz



10 Danksagung

Mein ausdriicklicher Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. J. Dunst fiir die Uberlassung des
Promotionsthemas sowie der kommissarischen Klinikleiterin Frau PD Dr. med. G.

Hénsgen fiir die engagierte Weiterbetreuung der Arbeit.

Ich danke Herrn Prof. Dr. med. S. Zierz fiir die Moglichkeit, die Untersuchungen im
Muskellabor seiner Klinik durchfiihren zu diirfen. Herrn PD Dr. rer. nat. F.N.
Gellerich danke ich fiir die Hilfestellung bei der Etablierung der neurologisch

erprobten Methoden am Tumor- und Normalgewebe der Ratten.

Des Weiteren danke ich Herrn Dr. med. Th. Kuhnt, der mich bei allen aufgetretenen
Problemen jederzeit mit viel Geduld beraten hat, fiir die zuverldssige Betreuung der

Arbeit.

Zusatzlich danke ich meiner Familie und meinen Freunden fiir die Unterstiitzung.



11 Publikationen

Kuhnt T, Pelz T, Qu X, Hansgen G, Dunst J, Gellerich FN.
Mitochondrial OXPHOS functions in R1H rhabdomyosarcoma and skeletal muscles
of the rat. Neurochem Res 32 (2007) 973-980

Pelz T, Kuhnt T, Gellerich FN, Hénsgen G, Zywietz F, Becker A, Dunst J.
Oxygraphische Messungen der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe an Proben

des implantierten R1-H Rhabdomyosarkoms der Ratte. Molecular Radiation Biology
Oncology 2 (2001) 74

Kuhnt T, Pelz T, Hansgen G, Becker A, Dunst J, Gellerich FN.
Respirometrische Untersuchungen der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe an

Tumorproben von Patienten mit HNO- Tumoren. Strahlenther Onkol 177 (2001) 31

Kuhnt T, Pelz T, Xiaoying Q, Spohn V, Hénsgen G, Bloching M, Becker A, Zywietz
F, Dunst J, Zierz S, Gellerich FN.
Complex I-caused dysfunction in mitochondria of human tumors and rat

rhabdomyosarcoma. Biochimica et Biophysica Acta 1657 (2004) 54

Gellerich FN, Chen Y, Gizatullina Z, Seppert E, Trumbeckaite S, Deschauer M,
Wussling M, Holtz J, Kuhnt T, Pelz T, Dunst J, Zierz S.
Complex I deficiency a central mechanism for energetic depression at mitochondrial

disorders, aging, sepsis, cancerogenesis and intoxications. Biochimica et Biophysica

Acta 1657 (2004) 86



	Referat
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Entstehung der Mitochondrien
	1.2 Aufbau und Funktion der Mitochondrien
	1.3 Bedeutung der Mitochondrien in Tumoren
	1.4 Ziele der Untersuchung

	2 Material und Methoden
	2.1 Experimentaltumormodell R1H- Rhabdomyosarkom
	2.2 Methoden
	2.2.1 Skinned fiber- Technik
	2.2.2 Hochauflösende Respirometrie
	2.2.3 Herstellung von Gewebehomogenaten
	2.2.4 Photospektrometrische Messungen
	2.2.5 Proteinanalyse
	2.2.6 Statistik


	3 Ergebnisse
	3.1 Respirometrie und Photospektrometrie der Normalgewebe der Ratte
	3.2 Respirometrie der R1H- Rhabdomyosarkome
	3.3 Photospektrometrie der R1H- Rhabdomyosarkome
	3.4 Einfluss von Alter und Tumormikromilieu auf die Zellatmung

	4 Diskussion
	4.1 Mitochondriale Medizin
	4.2 Übertragung respirometrischer Messmethoden auf R1H-Rhabdomyosarkome
	4.3 Spezifische Atmungskomplex-Störungen in R1H-Rhabdomyosarkomen
	4.4 Rotenonhemmung in R1H- Rhabdomyosarkomen
	4.5 Einfluss des Tumormikromilieus auf die respiratorische Kapazität

	5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung
	6 Literatur
	7 Thesen
	Publikationen

