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Zusammenfassung

Tumorerkrankungen stellen die Medizin vor immer grdBere Herausforderungen. In den
Industriestaaten findet man mittlerweile jeden dritten Tumor im Dickdarm, sowohl bei Frauen
als auch bei Mannern. Mit der Adaption des westlichen Lebensstils, steigt die Inzidenz far
Darmkrebs auch im asiatischen Raum, wo traditionell viele polyphenolreiche Lebensmittel, wie
Soja verzehrt werden. Da eine falsche Ernahrung einen hohen Risikofaktor fir Darmkrebs
darstellt, stellt sich naturlich die Frage ob und wie Polyphenole aus der Nahrung die
Darmgesundheit beeinflussen. |hnen werden antiproliferative, antioxidative und
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben. Die meisten natirlichen Vertreter sind
glykosidisch gebunden und auch als Aglykon schlecht bioverfligbar, weshalb mikrobielle
Darmmetaboliten ebendieser Verbindungen immer mehr Beachtung bekommen.

Da Polyphenole unzahlige Verbindungen umfassen, wurden aus verschiedenen Untergruppen
drei Substanzen ausgewahlt. Urolithin A ist ein Metabolit der Ellagtannine, wobei drei
Metabotypen zur Produktion im Menschen definiert sind und nicht alle Urolithin A produzieren
kdnnen. S-Equol entsteht aus dem Isoflavon Daidzin, wahrend der Vorlaufer von Enterolakton,
Secoisolariciresinol-diglykosid, zu den Lignanen gezahlt wird.

In dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, ob Urolithin A, S-Equol und Enterolakton einen
wachstumshemmenden Effekt auf Darmkrebszellen (HCT116) haben. Enterolakton und S-
Equol zeigten nur sehr wenig antiproliferativen Einfluss, wahrend Urolithin A das Wachstum
mit einer 1Cso von ca. 30 uM mindern konnte. Enterolakton zeigte bis 40 uM keine Aktivitat,
weshalb auf eine Ermittlung der ICso-Werte verzichtet wurde. S-Equol scheint mit einer 1Cso
von ca. 40 uM weniger potent als Urolithin A zu sein. In der p53 knock-out Mutante derselben
Zelllinie wurden hoéhere ICso-Werte festgestellt, was darauf schlieBen lasst, dass der
Wirkmechanismus p53-abhéngig sein kdnnte. Naturstoffe sind nicht nur als potentielle neue
eigenstandige Wirkstoffe interessant. Es stellt sich auch die Frage, ob sie mit gangigen
Krebstherapien kombiniert werden kénnen und so niedrigere Dosierungen — und damit
weniger unerwinschte Arzneimittelwirkungen — méglich sind. Hier wurden die Metabolite mit
dem Zytostatikum Oxaliplatin auf eine Kombinationswirkung in HCT116 Zellen getestet.
Urolithin A zeigte einen schwach additiven Effekt, wahrend S-Equol in héheren Dosen sogar
protektiv auf die Zellen wirkte.

Da S-Equol und Enterolakton bei den Viabilitat-Assays wenig Aktivitat zeigten, wurden weitere
Untersuchungen bezlglich Zellzyklusphasenverteilung und Einfluss auf den zellularen
Energiestoffwechsel auf Urolithin A beschrankt. Hier fihrt Urolithin A zu einem Arrest in der
G2/M-Phase mit anschlieBender Akkumulation in der subG1-Phase und einem verringerten
metabolischen Potential. Nach Behandlung mit Urolithin A konnten die Zellen nicht mehr so
gut und flexibel auf metabolischen Stress reagieren wie die Kontrollzellen und betrieben vor



allem Glykolyse, wobei dieser Effekt von p53 abhéngig zu sein scheint. In HCT116 p53 knock-
out Zellen konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet werden, die Zellen waren in der Lage,
Glykolyse und Zellatmung wesentlich zu steigern.



Abstract

Cancer diseases pose ever greater challenges for medicine. In industrialized countries, one in
three tumours is now found in the colon, both in women and in men. With the adaptation of the
Western lifestyle, the incidence of colon cancer is also increasing in Asia, where many foods
rich in polyphenols such as soy are traditionally consumed. Since an improper diet is a high-
risk factor for colon cancer, the question arises as to whether and how diet-derived polyphenols
affect intestinal health. They are said to have antiproliferative, antioxidant and anti-
inflammatory properties. Most of these naturally occurring compounds are glycosides and also
as aglycons poorly bioavailable, which is why the microbial intestinal metabolites of these

compounds are receiving more and more attention.

Since polyphenols comprise countless compounds, three substances were selected from
different subgroups. Urolithin A is a metabolite of the ellagitannins, with three metabotypes
being defined for production in humans and not all of them can produce urolithin A. S-Equol is
formed from the isoflavone daidzin, while the precursor of enterolactone, secoisolariciresinol

diglycoside, is a lignan.

The aim of this work was to find out whether urolithin A, S-equol and enterolactone have a
growth-inhibiting effect on HCT116 colon cancer cells. Enterolactone and S-equol showed only
little antiproliferative influence, while urolithin A was able to reduce growth with an 1Cso of
approx. 30 uM. Enterolactone showed no activity up to 40 uM, which is why the 1Cso values
were not determined. S-Equol with an ICso of approx. 40 uM was less potent than urolithin A.
In the p53 knock-out mutant of the same cell line, higher 1Cso values were found, which
suggests that the mechanism of action may be p53-dependent. Natural substances are not
only interesting as potential new active components on their own. The question also arises
whether they can be combined with common cancer therapies and thus lower dosages — and
therefore fewer adverse drug reactions — might be possible. Here, the cytostatic agent
oxaliplatin was tested for a combination effect with urolithin A and S-equol in HCT116 cells.
Urolithin A showed a weak additive effect, while S-equol even had a protective effect on the
cells in higher doses.

Since S-equol and enterolactone showed little activity in the viability assays, the investigations
regarding cell cycle phase distribution and influence on cellular energy metabolism were
limited to urolithin A. Here urolithin A leads to arrest in the G2/M-phase with subsequent
accumulation in the subG1-phase and a reduced metabolic potential. After treatment with
urolithin A, the cells were no longer able to react and adapt in the same manner to metabolic
stress as control cells and mainly carried out glycolysis, although this effect seems to be
dependent on p53. This effect could no longer be observed in HCT116 p53 knock-out cells;
the cells were able to significantly increase glycolysis and cell respiration.
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1. EINLEITUNG

1.1. Urolithin A

Ellagtannine gehdren zu den hydrolysierbaren Tanninen, polyphenolische Verbindungen
(siehe Abbildung 1), die u.a. in Beeren, Nissen und auch exotischen Friichten, wie dem
Granatapfel, vorkommen. Im menschlichen Kérper werden sie von der Mikrobiota in
bioverfligbare Verbindungen umgewandelt (1-3).
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O

Abbildung 1: Struktur von Urolithin A (eigene Abbildung)

Nach Aufnahme (ber die Nahrung wird zun&chst Ellagsaure abgespalten und durch die
Mikrobiota im Darm in Urolithine umgewandelt, die eine bessere Absorption und damit
Bioverflgbarkeit haben. Im ersten Schritt kommt es zur vorribergehenden Bildung eines
Laktonrings und anschlieBend zu stufenweiser Abspaltung der Hydroxylgruppen zu
verschiedenen Urolithinen durch bakterielle Enzyme. Als Endprodukte entstehen Urolithin A
(UroA), Urolithin B (UroB) und Isourolithin A (iUroA). Nach Durchlaufen des enterohepatischen
Kreislaufs, zirkulieren Urolithine v.a. glukuronidiert im systemischen Kreislauf (2).

In mehreren Studien konnte beobachtet werden, dass nicht alle Individuen Urolithine im
gleichen Ausmal3 produzieren, was in einer Differenzierung in verschiedene Metabotypen
resultierte. Nach einer Einteilung in ,producer” und ,non-producer” bzw. ,responder” und ,non-
responder”, konnten drei Metabotypen charakterisiert werden (2). Metabotype A produziert
vorranging UroA und dessen Konjugate, Metabotype B produziert daneben noch UroB und
iUroA in nennenswerten Mengen, wahrend Metabotype 0 keines der bekannten Urolithine
produziert, siehe Abbildung 2 (4). Es ist aber bemerkenswert, dass Individuen des Metabotype

1



0, nach Exposition zu Granatapfelsaft, sehr wohl in der Lage sind, Urolithine zu produzieren.
Diese Entwicklung scheint eher dosisabhangig und weniger zeitabhangig zu sein. Es konnte
auch beobachtet werden, dass der Metabotype B besonders oft in Gbergewichtigen gesunden
Menschen und jenen, die am metabolischen Syndrom leiden, vorkommt. Das kénnte mit einer

Dysbiose, die diesen Krankheiten zugeschrieben wird, zusammenhangen (2,4).
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Abbildung 2: Urolithin Metabotypen: Metabotyp 0 (orange strichlierte Linie), Metabotype A (rote Linie) Metabotyp B (blaue
strichlierte Linie), modifiziert nach Tomds-Barberdn et al. (2)

Die verschiedenen Phénotypen in der Urolithin-Produktion werden mit einer unterschiedlichen
Zusammensetzung der Mikrobiota in Verbindung gebracht. Besonders wichtig scheint die
Gattung Gordonibacter zu sein, obwohl man bemerken muss, dass die Besiedlung mit
mehreren Bakteriengattungen und -stdmmen eine Vorrausetzung fur die Urolithin-Produktion
ist. Gordonibacter gehdren zu den Coriobacteriaceae, die auch in der Equol-Produktion eine
wichtige Rolle spielen (2).

Urolithinen wird eine Vielzahl von positiven Effekten zugeschrieben, u.a. sollen sie antioxidativ
(2,3), entzindungshemmend (2,3,5) und antimikrobiell (3) wirken. Es konnte ein pro-
apoptotischer Effekt auf verschiedene Krebszelllinien beobachtet werden (2,3,6,7), was vor
allem in der Pravention von Krebs eine entscheidende Rolle spielen kdnnte. Aufgrund ihrer
polyphenolischen Struktur haben sie ebenfalls eine gewisse Affinitat zu Estrogen-Rezeptoren
und kdnnten einen Einfluss auf den Hormonhaushalt haben (2,3,5).



1.2. Equol

Equol ist der mikrobielle Darmmetabolit des Isoflavons Daidzin bzw. dessen Aglykons
Daidzein. Neben Genistin, ist Daidzin das am meisten in der Sojabohne vorkommende

Isoflavon (8).

Aufgrund des glykosidischen Anteils ist Daidzin nur schwer absorbierbar. Deshalb setzen
Glukosidasen aus der Blrstensaummukosa im Verdauungstrakt und auch Glukosidasen
bakteriellen Ursprungs zundchst das Aglykon Daidzein frei, um die Bioverfligbarkeit zu
erhéhen. Nach Durchlaufen des enterohepatischen Kreislaufs entsteht Dihydrodadzein als
Intermediat, das im Dickdarm schlieBlich durch verschiedene Reduktasen (9) von
Darmbakterien in Equol umgewandelt wird. Als Nebenprodukt entsteht auch O-
Desmethylangolesin (O-DMA), von dem aber keine biologische Aktivitat bekannt ist. Aufgrund
es chiralen Zentrums am C3 (siehe Abbildung 3) gibt es 2 Enantiomere von Equol; die humane
Darmflora stellt nattrlicherweise nur S-(-)-Equol her (8—10).
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Abbildung 3: Struktur von S-Equol (eigene Abbildung)

Es wird ausgeschlossen, dass nur ein bestimmtes Bakterium Equol produziert, sondern man
geht davon aus, dass eine Vielzahl von Bakterienstdmmen daran beteiligt sind. Dazu gehdren
u.a. verschiedene Stdamme von Escherichia, Clostridium, Egerthella, Adlercruetzia,
Asaccharobacter und Lactococcus (10). Viele dieser Bakterienstdmme gehéren zur Familie
der Coriobacteria (9).

Man konnte beobachten, dass nicht alle gesunde Erwachsene Equol Uberhaupt oder im
gleichen AusmalB produzieren, was zu der Unterscheidung von sogenannten ,equol-
producers” und ,non-producers” fiihrte. In den westlichen Industriestaaten ist der Anteil der
~equol-producers” mit 25 — 30% wesentlich geringer als in asiatischen Landern, wo Soja und
Sojaprodukte in der Ernahrung eine gréBere Rolle spielen, mit 50 — 60%. Auch bei Vegetariern



liegt der Anteil an ,equol — producer” in diesem Bereich (8,10). Warum diese Unterschiede so
signifikant sind, Iasst sich nicht mit Sicherheit sagen. Eine unterschiedliche Zusammensetzung
der Darmflora oder schon die vermehrte Aufnahme der Aglyka, wie sie in den meisten
verarbeiteten Sojaprodukten vorkommen, kdnnte dazu beitragen (10).

Equol zeigt nicht nur eine héhere Affinitdt zum Estrogen-Rezeptor ERB als seine Vorstufe
Daidzein, sondern auch eine langere Verweildauer im Kérper und zahlt zu den potentesten
Isoflavonen (8-12). Equol zeigt estrogene, anti-estrogene und auch antioxidative
Eigenschaften (10). Hedlund et. al konnten zeigen, dass Equol sowohl in gutartigen
Prostataepithelzellen als auch in verschiedenen malignen Prostatazelllinien antiproliferative
Effekte hat und zu einem Arrest des Zellzyklus in GO/G1 fahrt (12). Auch auf Magenkrebszellen
hat Equol einen zeit- und dosisabhéngigen Effekt. Es hemmt die Zellviabilitdt und induziert
Apoptose und das Akkumulieren der Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus (11,13).



1.3. Enterolakton

Lignane sind Phytodstrogene, die in einer Vielzahl von Lebensmitteln vorkommen. Besonders
reich an Secoisolariciresinol-diglykosid (SDG), dem Vorldufer von Enterolakton, sind
Leinsamen (14), neben Vollkornprodukten, Hullsenfriichten, Obst, Gemise und Wein (15).
Nach der Nahrungsaufnahme wird SDG zunachst in sein Aglykon Secoisolariciresinol (SECO)
deglykosyliert, um im Dickdarm von verschiedenen Bakterienstdmmen in die Enterolignane
Enterolakton und Enterodiol umgewandelt zu werden. Nicht nur SDG, sondern auch andere
Lignane wie Lariciresinol, Pinoresinol und Matairesinol kdnnen direkt oder Uber
Zwischenschritte in Enterolakton 0Oberfihrt werden, SDG ist aber das am meisten
vorkommende pflanzliche Lignan (15,16).

0
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Abbildung 4: Struktur von Enterolakton (eigene Abbildung)

Um Enterolakton freizusetzen, ist ein ganzes Netzwerk an verschiedenen Bakteriengattungen
notwendig einschlieBlich Bacteroides, Clostridium, Eubacterium, Eggerthelle lenta und vielen
anderen (15). Da die Zusammensetzung und Dichte der Mikrobiota von persénlichem
Lebensstil (15), Alter (17), Geschlecht (16) und anderen Faktoren abhangt, kann es grof3e
individuelle Unterschiede in der Produktion von Enterolakton geben.

Enterolakton kann direkt Uber die Enterozyten aufgenommen werden oder es durchlauft den
enterohepatischen Kreislauf und wird in Phase Il glucuronidiert und sulfatiert und dann
wiederum Uber die Galle sezerniert (14).

Enterolakton scheint einige positive Auswirkungen auf den Wirt zu haben. Unter anderem
werden ihm antioxidative, estrogene sowie anti-estrogene (17) und entzindungshemmende

Eigenschaften zugesprochen. AuBerdem gibt es Hinweise, dass Enterolakton Angiogenese



und Metastasierung reduzieren kann (14,15). In Tiermodellen konnten bei Darm-, Lungen-,
und Brustkrebs protektive Effekte beobachtet werden (14,15). In klinischen Studien kam man
zu widerspruchlich Ergebnissen v.a. bei hormon-abhangigen Tumoren. Epidemiologischen
Studien zufolge korrelieren hohe Enterolakton-Konzentrationen aber mit einem verringerten
Krebsrisiko (15).

Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit endogenem Estrogen (siehe Abbildung 4) und
den Einfluss auf das hormonelle System, sollten Schwangere, Stillende sowie Kinder vom

UbermaBigen Konsum von Leinsamen absehen (14).



1.4. Kolonkrebs

Zum Begriff Kolonkrebs werden Tumore in Dickdarm (Kolon) und Mastdarm (Rektum) gezahlt.
Als Synonyme werden kolorektales Karzinom (KRK) bzw. colorectal cancer (CRC) im
englischsprachigen Raum verwendet. Tumore, die im Dinndarm auftreten, gehdren nicht zu

dieser Gruppe (18,19).

Kolonkrebs bzw. kolorektale Karzinome z&hlen zu den dritthaufigsten Tumorerkrankungen
weltweit (20); die Inzidenz steigt ab dem 50. Lebensjahr stark (18). Pro Jahr erkranken ca.
40 000 Menschen in Osterreich an malignen Tumoren, Kolonkrebs steht dabei an dritter Stelle,
sowohl bei Mannern (11% im Jahr 2017) als auch bei Frauen (10% im Jahr 2017)(21). Bei
zwei Drittel der Patienten I&sst sich der Tumor im Kolon lokalisieren, der restliche Anteil verteilt
sich auf Tumore im Enddarm, den Ubergang von Dick- und Enddarm bzw. den Analkanal (22).
Die Prognose hangt vor allem von einer frihzeitigen Diagnose ab, da sich die meisten
Karzinome aus gutartigen Polypen entwickeln (18).

1.4.1. Risikofaktoren

Zu den Hauptrisikofaktoren gehdéren eine familiare Préadisposition und Fehl- bzw.
Ubererndhrung. Daneben z&hlen ein Mangel an Bewegung und v.a. abdominelles
Ubergewicht, sowie (ibermaBiger Nikotin- und Alkoholkonsum zu den Risikofaktoren, die
vermieden werden sollten. Laut der S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom kann das Risiko durch
regelmanige sportliche Betatigung um bis zu 30% gesenkt werden (23).

Zu den nicht veranderbaren Risikofaktoren zahlen das Alter und das Geschlecht. Die meisten
Patienten sind Uber 50 Jahre alt, wobei mittlerweile eine Tendenz zum Auftreten in jingeren
Jahren besteht. Bezuglich des Geschlechtes kann man sagen, dass Manner haufiger betroffen
sind als Frauen (18). Auch chronisch-entzliindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa erhéhen das Karzinom-Risiko erheblich (23).

1.4.1.1. Risikofaktor familidre Pradisposition

Das sporadisch auftretende kolorektale Karzinom entwickelt sich meist aufgrund einer
genetischen Instabilitat, in Kombination mit Umwelt- und Lebensstilfaktoren. Zwei Drittel aller
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Falle fallen in dieses Krankheitsbild. Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) und bestimmte

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) sind haufig mit erhéhter Tumorgenese assoziiert (24).

Bei 10 — 30% der Patienten liegt jedoch eine familiare Pradisposition vor (20,25), ohne dass
eine konkrete genetische Ursache bekannt ist (23). Verwandte ersten Grades haben ein 2- bis
3-fach héheres Risiko, das sich noch steigert, wenn mehrere Verwandte und dabei jene unter
60 Jahren betroffen sind (23).

Mutationen in der Keimbahn, tragen etwa zu 5% zu diesem Krankheitsbild bei (20,23). Dazu
zahlt das hereditare kolorektale Karzinom ohne Polyposis (HNPCC), auch Lynch-Syndrom
genannt, bei dem es u.a. zu Mutationen im MLH1-Gen oder MSH2-Gen kommt, die fir DNS-
Mismatch-Reparaturproteine kodieren (20,25,26). Adenomatdése Syndrome wie die familidre
adenomatdse Polyposis (FAP) oder die MUTYH-assoziierter Polyposis (MAP), die mit einer
zahlreichen Polypen-Bildung einhergehen, sind mit Mutationen im APC-Gen, einem
Tumorsuppressorgen, bzw. im MUTYH-Gen assoziiert (20,23). Das MUTYH-Gen kodiert fur
eine Glycosylase, die ebenfalls bei DNS-Reparaturmechanismen von Bedeutung ist (27).

1.4.1.2.  Risikofaktor Ernahrung

Ubererndhrung bzw. Fehlerndhrung kann das Risiko, einen Darmtumor zu entwickeln
erheblich steigern. Nicht umsonst wird Darmkrebs am h&ufigsten mit einer falschen
Erndhrungsweise assoziiert. Hauptrisikofaktoren sind zu hoher Konsum von rotem bzw. stark
verarbeiteten Fleisch und gesattigten Fettsduren, eine positive Energiebilanz und zu geringer
Konsum von frischem Gemuse und Ballaststoffen (28,29).

Beim Fleischkonsum kommt es vor allem darauf an, wie das Fleisch verarbeitet wird. Die
Entstehung von Karzinogenen, wie z.B. polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen,
durch zu starkes Erhitzen sollte vermieden werden. Durch einen hohen Fleischkonsum steigt
auch die Eisenkonzentration im Darm. Diese koénnte durch Radikalbildung ebenfalls zur
Karzinogenese beitragen. Zu hoher Konsum von gesattigten Fettsduren flihrt zu
Veranderungen von sekunddren Gallensduren im Darm, die als Tumorpromotoren wirken
kénnen. Omega-3- und Omega-9-Fettsduren scheinen eine vorbeugende Rolle in der
Tumorentstehung zu spielen. Daher kann man sagen, dass vor allem die Zusammensetzung
der Nahrungsfette eine Rolle spielt und nicht nur die Gesamtzufuhr (28).

Ubererndhrung und eine positive Energiebilanz, beides Merkmale der ,western style diet",
stellen ebenfalls Risikofaktoren dar. In Tierstudien konnte gezeigt, werden, dass das



Krebsrisiko weniger von einem hohen Fettkonsum, als mehr von der gesamten

Kalorienaufnahme abhangt (28).

In einer ausgewogenen Erndhrungsweise durfen ausreichend Ballaststoffe nicht fehlen. Deren
Aufgabe ist es, sekundare Gallensduren und andere Karzinogene zu binden und
auszuscheiden. Andere positive Nebeneffekte sind ein gréBeres Stuhlvolumen und eine
verkirzte Darmpassage, die die Verweildauer von schéadlichen Substanzen verkirzt.
Verschiedene Erndhrungsgesellschaften empfehlen eine Ballaststoff-Zufuhr von 30 g/Tag far
Erwachsene (23,28-31).

Neben Vermeiden der Risikofaktoren sollten asymptomatische Personen ab einem Alter von
50 Jahren regelmaBig Vorsorgeuntersuchungen in Anspruch nehmen, wobei hier die
endoskopischen Verfahren, wie die Koloskopie, empfohlen werden. Patienten mit familiarer
Pradisposition sollten entsprechend friiher regelmaBige Kontrollen durchfihren lassen (23).

Die Inzidenz fir Kolonkrebs ist im asiatischen Raum bedeutend geringer als in westlichen
Industriestaaten, was oft auf eine polyphenolreiche Ernahrung zurtickgefihrt wird (32), obwohl
es in den letzten Jahren zu einer Trendumkehr kam — vermutlich durch die Adaption des
westlichen Lebensstils (33,34). Im asiatischen Raum werden durchschnittlich bis zu 40 mg
Isoflavonoide/ Tag durch Soja-Produkte aufgenommen (35), wahrend in den USA nur bis zu
3 mg/ Tag konsumiert werden (36). Polyphenole sind aber schlecht bioverfligbar, da sie meist
als Glykosid in der Pflanze vorliegen. Erst nach der Abspaltung des Zuckers, kann das Aglykon
absorbiert und metabolisiert werden (35). Es liegt also nahe, dass nicht die
Ausgangsubstanzen, sondern ihre Metaboliten fiir die biologische Wirkung verantwortlich sind.

Da Polyphenole unzéhlige pflanzliche Verbindungen einschlieBen, habe ich mich auf 3
Metaboliten aus verschiedenen Klassen der Polyphenole konzentriert. Das Isoflavon Daidzin
kommt vor allem in der Sojabohne (Glycine max) und wird individuell unterschiedlich in Equol
umgewandelt (9). Urolithine sind Metaboliten von Ellagtanninen, die zu den hydrolysierbaren
Tanninen zéhlen (1). Lignane wie Secoisolariciresinol (SECO) werden zu Enterolakton bzw.
Enterodiol metabolisiert (16).



1.5. Warburg Effekt

Wahrend gesunde und differenzierte Zellen den Hauptanteil ihres Energiebedarfs durch
oxidative Phosphorylierung, also maximale Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) in den
Mitochondrien (37), decken, kann man bei vielen Tumorzellen aerobe Glykolyse als
Hauptquelle der Energiegewinnung beobachten. Das bei der Glykolyse gebildete Pyruvat wird,
auch bei ausreichendem Sauerstoffangebot, nicht in die Mitochondrien eingeschleust, sondern
zu Laktat reduziert (38,39). Diese Verschiebung des Metabolismus wird nach seinem
Entdecker, Otto Warburg, Warburg Effekt genannt (39,40).

Gesunde Saugetierzellen nehmen Nahrstoffe erst nach Stimulation durch Wachstumsfaktoren
auf. Entartete Zellen kénnen durch Mutationen in den entsprechenden Genen unabhangig von
Wachstumsfaktoren Nahrstoffe aufnehmen. Bereits 1924 konnte Otto Warburg beobachten,
dass Krebszellen Glukose in verstarktem Ausmaf aufnehmen und besonders viel Laktat
produzieren. Dies wurde spater als Warburg Effekt bezeichnet. Warburg ging davon aus, dass
die Zellen, aufgrund von funktionsuntichtigen Mitochondrien, auf eine alternative
Energiegewinnung angewiesen ist. Heute wissen wir, dass dies nicht der Fall sein muss.
Tumorzellen betreiben unabhangig vom Sauerstoffangebot aerobe Glykolyse und produzieren
zum Grof3teil Laktat, wahrend auch oxidative Phosphorylierung ungehindert stattfinden kann
(39,41,42).

Diese Umstellung des Metabolismus bringt einige Vorteile fir den Tumor. Einerseits ist die
ATP-Ausbeute der Glykolyse zwar geringer, durch die erhdéhte Glykolyserate kann aber
schneller ATP bereitgestellt werden als durch oxidative Phosphorylierung. Glukose und
Glykolyse liefern zudem den Kohlenstoff fur Intermediate, die fir die de-novo-Synthese von
Nukleotiden, Lipiden und Proteinen benétigt werden, um die erhdhte Zellteilungsrate zu
ermdglichen. Aufgrund der erhéhten Laktatproduktion sinkt der pH-Wert im Tumorbereich, was
mehrere Vorteile fir den Tumor bringt. Durch Azidifizierung und gleichzeitige Verarmung der
Tumorumgebung an Glukose wird auch das invasive Wachstum unterstitzt, indem u.a. TILs,
sogenannte Tumor infiltrating Lymphocytes, und tumor-supprimierende Makrophagen
gehemmt werden. Durch den Warburg Effekt entzieht sich der Tumor dem effektiven Angriff
durch das kérpereigenen Immunsystem. Aerobe Glykolyse verschiebt auch das Redox-
Potential der Zelle, was in veranderten NAD(P)H- und ROS-Spiegeln resultiert und
weiterfolgend direkt an der Signaltransduktion beteiligt ist. Wachstumsfaktoren spielen dabei
eine groBBe Rolle, indem sie die Rate der aeroben Glykolyse direkt steuern kdnnen und so das
Tumorwachstum anregen (42).
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Der Warburg Effekt wirft noch viele Fragen auf, trotzdem bleibt ein veranderter Metabolismus
ein wichtiges Kennzeichen in der Entstehung und Entwicklung von Tumoren (41).
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1.6. Tumorsuppressorgen TP53

Das Gen TP53 bzw. dessen Genprodukt p53 spielt eine wichtige Rolle als Tumorsuppressor
und gilt als der ,Hiter des Genoms" (43—46). P53 kontrolliert nicht nur Zellwachstum und
Apoptose, sondern kann regulierend in den Zellstoffwechsel eingreifen (44). Mehr als 50%
aller humanen Tumore weisen Mutationen in diesem Gen auf (46,47).

Wird eine Zelle groBem Stress, wie z.B. Strahlung, Entzug von Nahrstoffen, Hypoxie oder
DNS-Schéaden, ausgesetzt, wird p53 stabilisiert und in der Zelle akkumuliert (43,44,47,48). Im
Nukleus bindet es als Transkriptionsfaktor an die DNS und aktiviert eine Vielzahl an Genen,
welche Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung und DNS-Reparatur regulieren(45,47).

Kommt es zu Schaden an der DNS, stoppt p53 den Zellzyklus in der spaten G1-Phase, um
Zeit fur die Reparatur zu gewinnen. Es bindet an den Promotor von p21, einem CDK-Inhibitor,
der schlieBlich tUber Hemmung des Cyclin-D-CDK-4-Komplex den Zellzyklus anhalt (49). Bei
irreparablen Schaden kann p53 (ber Aktivierung des Bax-Gens Apoptose einleiten und so
entartete Zellen rechtzeitig eliminieren (43,49).

Neben seiner Rolle als Tumorsuppressorgen nimmt p53 auch eine wichtige Rolle im zellularen
Stoffwechsel ein (44,50).

Durch Regulation von Transkription und Translokation von Glukosetransportern beeinflusst
p53 den Glukosestoffwechsel und somit die Entstehung von Diabetes. Darlber hinaus kann
p53 die Glukoselevel im Kérper positiv wie negativ regulieren. Uber sein Zielgen TIGAR (TP53-
induced glycolysis and apoptosis regulator) inhibiert p53 u.a. die Glykolyse, indem TIGAR
durch seine Phosphataseaktivitat den zellularen Gehalt an Fruktose-2,6-biphosphat und damit
einen Aktivator der Glykolyse senkt. Uber die Expression von SCO2, einer Cytochrom-c-
oxidase, férdert p53 die oxidative Phosphorylierung, also die Zellatmung. (51).

Zellen mit niedriger p53 Aktivitat weisen damit mehr Glykolyse und weniger Zellatmung auf.
Dies ist ein Phdnomen, das bei vielen entarteten Zellen zu beobachten ist und mit dem
Warburg Effekt zusammenpasst (44).

Im inaktiven Zustand liegt p53 im Zytosol an MDM2 gebunden vor, was die DNS-
Bindungsdomane sterisch blockiert und zudem als Ubiquitinligase p53 flir den proteolytischen
Abbau markiert. MDM2 ist ein direktes Transkriptionsprodukt von p53 und bildet so eine
negative Feedback-Schleife, die in niedrigen basalen Leveln von p53 im Zytosol resultiert
(43,44).

Bis heute sind zwdlf Isoformen von p53 bekannt, die einerseits durch 2 Promotorregionen im
Gen, andererseits durch alternatives Splicing und alternative Translation der mRNA zustande
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kommen. Weiters wird p53 durch verschiedene Enzyme posttranslational modifiziert und so in
seiner Aktivitat beeinflusst. Das komplexe Zusammenspiel von p53 Isoformen und anderen
Proteinen ist von der Art des Gewebes, dem Zellstatus und verschiedenen Signalwegen
abhangig und tragt zu den vielfaltigen Aufgaben von p53 bei. Da p53 als Tetramer aktiv ist,
kann es sowohl Homooligomere als auch Heterooligomere zwischen verschiedenen Isoformen
ausbilden (45).

TP53 ist in mehr als 50% aller humanen Tumore mutiert, was nicht nur den Verlust als
Tumorsuppressor bedeutet. Bei den meisten Mutationen von TP53 handelt es sich um eine
Missense-Mutation, die als ,gain of function bezeichnet werden kann, da sie p53 onkogene
Eigenschaften verleint (45-47). Diese Mutationen treten meistens innerhalb der DNS-
Bindungsstelle auf, die fur die Funktion als Transkriptionsfaktor maBgebend ist (46).

Tritt eine Mutation in der Keimbahn auf, kann das zum sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom
fihren, bei dem bereits im jugendlichen Alter Tumore in nahezu allen Geweben auftreten
(44,46,52).

Zwei weitere Proteine aus der gleichen Familie, p63 und p73, spielen eine wichtige Rolle in
Entwicklung und Zelldifferenzierung (43,44).
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1.7. Ziele der Arbeit

Erndhrung und Gesundheit sind zweifelsohne eng miteinander verknipft. Vor allem fir die
Entwicklung von Darmkrebs stellt Fehlerndhrung ein hohes Risiko dar. Daher ricken
polyphenolreiche Lebensmittel, die reich an Ellagtanninen, Lignanen und Isoflavonoiden sind,

immer mehr in den Fokus.

Ziel dieser Diplomarbeit war, das wachstumshemmende Potential von mikrobiellen
Darmmetaboliten dieser Naturstoffe auf Darmkrebszellen zu untersuchen. Dafir wurde die
Zelllinie HCT116 aus einem humanen kolorektalen Karzinom gewahlt.

Die Testsubstanzen Urolithin A, S-Equol und Enterolakton sind mikrobielle Darmmetaboliten,
deren Vorganger zu der groBen Gruppe der Polyphenole zahlen. Es ist bekannt, dass
Polyphenole, die in unzahligen pflanzlichen Lebensmitteln reichlich vorhanden sind, positive
Eigenschaften besitzen. Da diese Verbindungen aber meist schlecht bioverflgbar sind, stellt
sich die Frage, ob deren Metaboliten auch antiproliferative, antioxidative und
antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung
wurden Viabilitat-Assays zur Ermittlung der metabolischen Aktivitadt und Biomasse
durchgefihrt. Zuséatzlich wurden Zellzyklusuntersuchungen mittels PI-Farbung und FACS-

Analyse gemacht.

Des Weiteren sollte der Einfluss der Testsubstanzen auf die antiproliferativen Effekte von
Oxaliplatin untersucht werden. Bei Oxaliplatin handelt es sich um ein géngiges
Chemotherapeutikum, das in der Standardtherapie des kolorektalen Karzinoms eingesetzt
wird. Zu diesem Zweck wurde Oxaliplatin in den Viabilitdt-Assays mit verschiedenen

Konzentrationen der Testsubstanz kombiniert.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte ebenfalls der Effekt von Urolithin A auf den zelluléren
Energiestoffwechsel, hinsichtlich Glykolyse und Zellatmung, untersucht werden. Dies wurde
mit dem Phanotyp-Test des Seahorse XF24 Analyzer getestet.

Da das Tumorsuppressorgen TP53 in Darmtumoren oft mutiert ist, wurden sowohl Zellen vom
Wildtyp als auch p53 knock-out Zellen in die Untersuchungen miteinbezogen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Zellkultur und Zellpassage

Tabelle 1: Verwendete Materialien in der Zellkultur

Substanzen und Lésungen

Hersteller/ Firma

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Lonza Group Ltd. (Basel, Schweiz)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Zusammensetzung siehe Tabelle 3

L-Glutamin

Lonza Group Ltd. (Basel, Schweiz)

Streptomycin/ Penicillin

Lonza Group Ltd. (Basel, Schweiz)

Trypsin

Gibco (Lofer, Osterreich)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco (Lofer, Osterreich)

Ethanol 70%

B. Braun (Maria Enzersdorf, Osterreich)

Hexaquart plus 1%

B. Braun (Maria Enzersdorf, Osterreich)

Gerat Bezeichnung

Werkbank Herasafe™ Biological Safety Cabinets
Inkubator Hera Cell 150 Incubator

Mikroskop Light Microscope Olympus CKX 31
Wasserbad Julabo® SW23

Zell-Counter Vi-Cell™ XR Cell Viability Analyzer
Zelllinie Quelle

HCT116 Wildtyp

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University,
USA

HCT116 p53 knock-out

Tabelle 2: Zusammensetzung Wachstumsmedium

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University,
USA. T

Wachstumsmedium Menge
DMEM 500 ml
FBS 50 ml
Streptomycin/ Penicillin 10 mg/ml 5ml
L-Glutamin 200 mM 5ml
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Tabelle 3: Zusammensetzung PBS-L6sung

PBS-Lésung Menge
MgCl2.6 H20 0,10 g
KH2PO4 0,20 ¢
NaCl 809
CaCl,. 2 H0 0,10 ¢
KCl 0,20 ¢
NazHPO4 1,15¢
ddHz20 auf 11
2.1.2. Resazurin und Kristallviolett Assay

Tabelle 4: Verwendetes Material beim Resazurin Assay

Substanzen/ Lésungen Hersteller/ Firma

Wachstumsmedium

Zusammensetzung siehe Tabelle 2

PBS-Ldsung Zusammensetzung siehe Tabelle 3
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Urolithin A Santa Cruz (Dallas, USA)

S-Equol Santa Cruz (Dallas, USA)

Enterolakton

Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

Oxaliplatin Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Resazurin-Natrium-Salz Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Gerat Bezeichnung

Werkbank Herasafe™ Biological Safety Cabinets
Inkubator Hera Cell 150 Incubator

Mikroskop Light Microscope Olympus CKX 31
Wasserbad Julabo® SW23

Mikroplatten-Leser

Tecan Spark™

Zelllinie

Quelle

HCT116 Wildtyp

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University,
USA

HCT116 p53 knock-out
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Tabelle 5: Zusammensetzung Resazurin-Lésung

Resazurin-Lésung (gebrauchsfertig) Menge
Resazurin Stocklésung 100ug/mL 1,5 ml
* 1 mg Resazurinin 10 ml PBS
DMEM Medium ohne FBS 13,5 ml
Tabelle 6: Verwendetes Material beim Kristallviolett Assay
Substanzen/ Lé6sungen Hersteller/ Firma
PBS-Lésung Zusammensetzung siehe Tabelle 3

Kristallviolett

Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

Natriumcitrat Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Ethanol B. Braun (Maria Enzersdorf, Osterreich)
Methanol B. Braun (Maria Enzersdorf, Osterreich)
Gerat Bezeichnung

Mikroplatten-Leser

Tecan Sunrise™

Zelllinie

Quelle

HCT116 Wildtyp

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University,
USA

HCT116 p53 knock-out

Tabelle 7: Zusammensetzung Kristallviolett-L6sung

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University,
USA. T

Kristallviolett-Lésung (gebrauchsfertig) Konzentration
Kristallviolett 0,5%
Methanol 20 %
in ddH20
2.1.3. Durchflusszytometrie/ FACS-Analyse
Tabelle 8: Verwendetes Material in der Durchflusszytometrie
Lésungen/ Substanzen Hersteller/ Firma

Wachstumsmedium

Zusammensetzung siehe Tabelle 2

PBS-Lésung

Zusammensetzung siehe Tabelle 3

Accutase

Gibco (Lofer, Osterreich)
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DMSO Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Urolithin A Santa Cruz (Dallas, USA)
Oxaliplatin Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

Propidiumiodid-Lésung
* Propidiumiodid (PI)
e Triton X-100

* Natriumcitrat

Zusammensetzung siehe Tabelle 9
Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

Gerit Bezeichnung

Werkbank Herasafe™ Biological Safety Cabinets
Inkubator Hera Cell 150 Incubator

Zentrifuge HeraeusTM MultifugeTM 1 S-R

Durchflusszytometer

FACSCalibur™

Zelllinie

Quelle

HCT116 Wildtyp

Bert Vogelstein, Johns Hopkins
University, USA

Tabelle 9: Zusammensetzung Propidiumiodid-Lésung

Propidiumiodid-Lésung (gebrauchsfertig) Konzentration
Propidiumiodid 50 pg/mi

Triton X-100 0,1 %
Natriumcitrat 0,1 %

in ddH.0

2.1.4. Seahorse-Assay zur Ermittlung des metabolischen Phanotyps

Tabelle 10: Verwendetes Material fiir den Seahorse-Assay

Substanz

Hersteller/ Firma

DMEM Pulver (ohne Glucose, Glutamin,
Pyruvat und NaHCO3)

Sigma Aldrich (Wien Osterreich)

NaCl

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Phenolrot

Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

a-D-Glucose 96% wasserfrei

Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)

Pyruvat

Sigma Adrich (Wien, Osterreich)

NaOH

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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Seahorse Calibration Solution

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Oligomycin

FCCP

(
Agilent Technologies (Santa Claral, USA)
Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Rotenon/ Antimycin A

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Corning CellTak

VWR (Wien, Osterreich)

Accutase Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
NaHCOs Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Gelatine Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Kollagen Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
Poly-L-Lysin Sigma Aldrich (Wien, Osterreich)
ddH20
Gerat Bezeichnung
Werkbank Herasafe™ Biological Safety Cabinets
Inkubator Hera Cell 150 Incubator
Zentrifuge HeraeusTM MultifugeTM 1 S-R
Seahorse Seahorse XFe24 Analyzer
*  XF24 Well Kulturplatten
o XFe24 extrazellularer Flux Test Kit
* Labnet Mini Incubator
pH-Meter HI2210 pH Meter
Zelllinie Quelle

HCT116 Wildtyp

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University, USA

HCT 116 p53 knock-out

Bert Vogelstein, Johns Hopkins University, USA

Tabelle 11: Zusammensetzung CellTak-Beschichtung

CellTak Beschichtung Menge
CellTak 28 pl

1 N NaOH 14 ul
0,1 N NaHCOs3 1,5 ml
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Tabelle 12: Zusammensetzung Seahorse Basalmedium

Seahorse Basalmedium Menge
DMEM in Pulverform 8,3¢g
ddH20 11
Phenolrot 3 ml
NaCl 3,79
Tabelle 13: Zusammensetzung Seahorse Assay Medium
Seahorse Assay Medium Menge
Seahorse Basalmedium 100 ml
Glukose 180 mg
Pyruvat 11 mg
Glutaminlésung (200 mM) 2 ml
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur und Zellpassage

Es wurde mit der humanen Zelllinie HCT116, Wildtyp (WT) sowie p53 knock-out (k.0.),
gearbeitet. Dabei handelt es sich um epitheliale Zellen aus einem humanen Kolonkarzinom,
die ein adharentes Wachstum aufweisen und fiir diese Arbeit in DMEM / 10% Serum Kkultiviert

wurden.

2.2.1.1. Durchfihrung der Zellpassage

Die Zellpassage erfolgte in einer Steril-Werkbank mit sterilen Materialien. Um eine
Kontamination zu vermeiden, wurden sowohl die Werkbank, als auch alle Materialien und
Gegensténde vor dem Einbringen mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Das Passagieren erfolgte
Ublicherweise alle 2-3 Tage, also Montag, Mittwoch und Freitag. Zuerst wurden phosphat-
gepufferte Salzlésung (PBS), Trypsin und das Wachstumsmedium im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Vor dem Passagieren wurden die Zellen mikroskopisch auf Kontaminationen oder
Abnormalitaten untersucht. Nach Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen mit 10 ml
PBS gewaschen. Um die adharenten Zellen von der Zellkulturflasche und aus dem Verband
zu l6sen, wurden 4 ml Trypsin aufgetragen und nach kurzem Schwenken ungeféhr 3 Minuten
im Brutschrank inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen nochmal unter dem Mikroskop
untersucht. Daraufhin wurden 10 ml frisches Wachstumsmedium hinzugefligt und durch
mehrmaliges Auf- und Abziehen in der Pipette die Zellen resuspendiert. Die Zellzahl sowie
Zellviabilitat wurden mit dem ViCell™ bestimmt und die gewlinschte Menge an Zellsuspension
in eine frische sterile Zellkulturflasche mit 15 ml Wachstumsmedium Ubergefiihrt. Nach
neuerlicher Kontrolle unter dem Mikroskop wurde die Flasche bei 37°C und 5 % CO- inkubiert.
Wahrend montags und mittwochs jeweils 3x 10°® Zellen ausgeséat wurden, wurden freitags nur
1,5x 10° Zellen ausgesét, um eine Uberwucherung (ibers Wochenende zu vermeiden.
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2.2.2. Viabilitat-Assays

2.2.2.1. Ermittlung der metabolischen Aktivitat mittels Resazurin Assay

Resazurin oder 7-Hydroxy-3H-phenoxazim-3-on-10-oxid ist ein blauer nicht-fluoreszierender
Farbstoff, der zur Messung der metabolischen Aktivitat und damit Zellviabilitdt und Wachstum
von S&ugetierzellen verwendet wird. Metabolisch aktive Zellen kénnen durch Dehydrogenasen
Resazurin zu Resorufin reduzieren. Die Umwandlung ist mit freiem Auge erkennbar und kann
photometrisch oder fluorimetrisch quantifiziert werden. Resorufin ist ein pinker,
fluoreszierender Farbstoff, der bei 535 nm angeregt und bei 590 nm detektiert werden kann.

NADH NAD*

jePesinever
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Abbildung 5: Reduktion von Resazurin zu Resorufin in lebenden Zellen (53)

2.2.2.1.1. Durchfihrung des Resazurin Assays

Die Darmkrebszellen, sowohl Wildtyp als auch p53 knock-out, wurden in 96-Well-Platten mit
der gewlinschten Zahl an Zellen (nach Optimierung 10 000) in 100 yl Wachstumsmedium pro
Well ausgeséat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der
zu testenden Substanzen und 0,1% DMSO in Wachstumsmedium als Kontrolle im Inkubator
bei 37°C und 5% CO: behandelt. Nach je 24, 48 und 72 Stunden wurde das Medium
abgesaugt, 1-mal mit PBS gewaschen und 150 pyl Resazurin-Lésung (10 pg/ml) aufgetragen.
Nach 1, 2 und 3 Stunden wurde die Fluoreszenz bei 535 nm/ 590 nm im Tecan Spark™

vermessen.
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2.2.2.1.1.1.

Durchfiihrung im Zuge der Zellzahloptimierung

Um die geeignete Zellzahl zu ermitteln, wurde der Resazurin Assay zunachst in verschiedenen

Zellzahlen mit HCT116 WT Zellen durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde 0,1% DMSO und als

Testsubstanzen Urolithin A und Enterolakton in einer Konzentration von jeweils 40 uM

verwendet siehe Tabelle 14 und Tabelle 15.

Tabelle 14: Pipettierschema | zur Zellzahloptimierung HCT116 WT; blau: leer; gelb 5 000 Zellen/Well; griin: 10 000
Zellen/Well; orange: 20 000 Zellen/Well; Spalte 2,5,8: 0,1% DMSO, Spalte 3,6,9: 40 uM Urolithin A (UroA), Spalte 4,7,10: 40

UM Enterolakton (EL)

DMSO | UroA EL DMSO | UroA EL DMSO UroA EL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 5 000 Zellen/ Well 10 000 Zellen/ Well 20 000 Zellen/ Well leer

Tabelle 15: Pipettierschema Il zur Zellzahloptimierung HCT116 WT; blau: leer; gelb 5 000 Zellen/Well; griin: 7 500

Zellen/Well; orange: 10 000 Zellen/Well; Spalte 2,5,8: 0,1% DMSO, Spalte 3,6,9: 40 uM Urolithin A (UroA), Spalte 4,7,10: 40

UM Enterolakton (EL)

DMSO | UroA EL DMSO | UroA EL DMSO UroA EL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 5 000 Zellen/ Well 7 500 Zellen/ Well 10 000 Zellen/ Well leer
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2.2.2.1.1.2. Einfluss verschiedener Konzentrationen von Urolithin A und S-Equol auf HCT116
WT Zellen

Um den direkten Effekt von Urolithin A und S-Equol auf HCT116 WT Zellen zu beobachten,
wurden die Zellen mit jeweils einer Verdunnungsreihe der Testsubstanzen behandelt. Die
Substanzen wurden laut Pipettierschema in Tabelle 16 aufgetragen. Urolithin A wurde in
Konzentrationen von 5 — 40 uM aufgetragen. Bei S-Equol wurden zunéchst die gleichen
Konzentrationen genommen, bei der Wiederholung wurde die letzte Konzentration auf 80 uM
erhéht.

Tabelle 16: Pipettierschema Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von UroA und S-Equol in HCT116 WT: blau: leer; gelb:
10 000 Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6: Urolithin A in verschiedenen Konzentrationen; Spalten 8-11: S-Equol
in verschiedenen Konzentrationen

DMSO Urolithin A uM DMSO S-Equol uM
0,1% 5 10 20 40 0,1% 5 10 20 40/80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer

2.2.2.1.1.3. Kombinationswirkung von Oxaliplatin mit Enterolakton, S-Equol und Urolithin A in
HCT116 WT Zellen

Um den Einfluss von Enterolakton, S-Equol und Urolithin A auf die Wirkung des Zytostatikums
Oxaliplatin zu untersuchen, wurde folgende Resazurin Assays durchgefiihrt, siehe Tabelle 17
bis Tabelle 20. Fir Oxaliplatin wurden Konzentrationen von 1,25 uM bis 10 uM gewahlt, die
alleine oder in Kombination mit den verschiedenen Testsubstanzen, auf die Zellen aufgetragen
wurden. Enterolakton wurde nur in einer Konzentration von 20 uM getestet, wahrend S-Equol
in5 puM, 20 puM und 80 pM und Urolithin Ain 5 uM, 15 uM und 40 puM mit Oxaliplatin kombiniert
wurden. Als Kontrolle wurde 0,1 % DMSO eingesetzt.

Bei Oxaliplatin handelt es sich um Platin-Analogon, das zur chemotherapeutischen
Behandlung von Darmkrebs eingesetzt wird. Es bildet inter- und intramolekulare
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Quervernetzung der DNS-Strédnge und unterbricht Replikation und Transkription, worauf die
Zelle den programmierten Zelltod einleitet (54).

Tabelle 17: Pipettierschema Kombinationswirkung Enterolakton mit Oxaliplatin in HCT116 WT: blau: leer; gelb: 10 000
Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; Spalten 8-11: Oxaliplatin mit

20 uM Enterolakton
DMSO Oxaliplatin uMm DMSO Oxaliplatin uM + 20 uM EL
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 1,25 2,5 5 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer

Tabelle 18: Pipettierschema Kombinationswirkung S-Equol mit Oxaliplatin in HCT116 WT: blau: leer; gelb: 10 000
Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; Spalten 8-11: Oxaliplatin mit

20 uM Equol
DMSO Oxaliplatin uMm DMSO Oxaliplatin uM + 20 uM S-Equol
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 1,25 2,5 5 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer
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Tabelle 19: Pipettierschema Kombinationswirkung S-Equol mit Oxaliplatinin HCT116 WT: blau: leer; gelb: 10 000 Zellen/well;
Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6,8-11: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; |5 uM S—Equoll, |20 um S—Equol,l

80 uM S-Equol
DMSO Oxaliplatin uMm DMSO Oxaliplatin uM
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 1,25 2,5 5 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer

Tabelle 20: Pipettierschema Kombinationswirkung Urolithin A mit Oxaliplatin in HCT116 WT: blau: leer; gelb: 10 000

Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6,8-11: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; |5 um UroAl, |15 ,uMl

40 uM Urolithin
DMSO Oxaliplatin uMm DMSO Oxaliplatin uM
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 1,25 2,5 5 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer
2.2.2.1.1.4. Einfluss von Urolithin A und Oxaliplatin in HCT116 WT versus p53 k.o. Zellen

Um den Effekt von Urolithin A auf HCT116 p53 k.o. Zellen zu testen, wurde der Resazurin

Assay mit Konzentrationen zwischen 5 pM und 40 uM Urolithin A durchgefihrt. Zum Vergleich

wurden die Zellen mit Oxaliplatin in Konzentrationen zwischen 1,25 uM und 10 uM behandelt

sowie 0,1 % DMSO als Kontrolle. Es wurden sowohl p53 k.o. Zellen allein, als auch im direkten

Vergleich mit WT Zellen auf einer Platte getestet, siehe Tabelle 21 und Tabelle 22.
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Tabelle 21: Pipettierschema Einfluss von UroA auf HCT116 p53 k.o. im Vergleich mit Oxaliplatin: blau: leer; gelb: 10 000

Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; Spalten 8-11: UroA in

verschiedenen Konzentrationen

DMSO Oxaliplatin pM DMSO UroA pM
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 10 20 40
1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer
Tabelle 22: Pipettierschema Einfluss von UroA und Oxaliplatin auf HCT116 WT und p53 k.o.: blau: leer; gelb: 10 000
Zellen/well; Spalte 2,7: 0,1% DMSO, Spalten 3-6: Oxaliplatin in verschiedenen Konzentrationen; Spalten 8-11: UroA in
verschiedenen Konzentrationen; IHCT116 W71, IHCT116 p53 k.o.I
DMSO Oxaliplatin pM DMSO UroA uM
0,1% 1,25 2,5 5 10 0,1% 10 20 40
1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F
G
H
leer 10 000 Zellen/ Well leer
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2.2.2.2. Bestimmung der Zellmasse mittels Kristallviolett Assays

Bei Kristallviolett handelt es sich um einen Triphenylmethanfarbstoff, der zur Anfarbung und
Quantifizierung von Zellen verwendet wird. Wahrend tote Zellen sich aus dem Verband lésen
und im Uberstand zu finden sind, verbleiben adharente (vermutlich vitale) Zellen am Boden
des GefaBes und lassen sich durch Farbung von DNS und Proteinen quantifizieren. Somit
kann die photometrische Vermessung bei einer Wellenlange von 595 nm Hinweis auf die
Zellproliferation und -lebensféhigkeit nach Substanzbehandlung geben.

2.2.2.2.1. Durchfihrung des Kristallviolett Assays

Der Kristallviolett Assay wurde anschlieBend zum Resazurin Assay auf denselben Platten
durchgefliihrt. Die Pipettierschemas entsprechen also jenen des Resazurin Assays (siehe
Tabelle 16 bis Tabelle 22). Nach Abkippen der Resazurin-L6sung wurden 100 pL
Kristallviolett-L6sung pro Well pipettiert und 5 Minuten stehen gelassen. Nach Waschen mit
Wasser und Trocknen der Platten Gber Nacht, wurde der Farbstoff mit 150 uL einer 0.1M
Natriumcitrat/Ethanol-L6sung im Verhaltnis 1:1 wieder geldst und die Absorption bei 595 nm

Wellenlange im Sunrise™ vermessen.

2.2.2.3. Datenauswertung

Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) wurde mittels Curve Fitting bzw. sigmoidale
dose response mit der Graph Pad Prism Software ermittelt und ist als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben.

Zur Ermittlung der Kombinationswirkung von Urolithin A bzw. S-Equol mit Oxaliplatin wurde
der Kombinationsindex (combinatorial index, Cl) mit der Formel nach Chou et al. (55) errechnet
(siehe Abbildung 6), wobei a und b die ICso-Werte in Kombination und A und B die I1Cso-Werte
der Einzeldosen der Substanzen sind. Ist der Wert des Cl 21,10 deutet das auf eine
antagonistische Wirkung hin, bei einem Cl <0,90 spricht man von einer synergistischen
Wirkung. Im Bereich dazwischen liegt ein additiver Effekt vor.

Cl—a b
" A B

Abbildung 6: Formel zu Berechnung des Kombinationsindex
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2.2.3. Durchflusszytometrie/ FACS Analyse

Bei der Durchflusszytometrie oder Fluorescence Activated Cell Sorter, kurz FACS, handelt es
sich um eine laser-basierte Methode, bei der Zellpopulationen analysiert und aufgereinigt
werden kénnen. Die Zellen werden dabei in einem dinnen FlUssigkeitsstrahl durch einen
Laser gelenkt, der die Zellen einzeln und nacheinander gemaf ihren Streulichteigenschaften
und Fluoreszenzeigenschaften analysiert (und gegebenenfalls sortiert). Grundvoraussetzung
dafir ist, dass sich die Zellen in einer Einzelzellsuspension befinden und mit einem

Fluorochrom markiert sind.

Im Zuge der Lichtstreuung oder light scattering werden zwei Parameter analysiert; das
Vorwartsstreulicht oder forward scatter (FSC) und das Seitenstreulicht oder side scatter (SSC).
Der FSC hangt dabei von der ZellgréBe ab, wahrend beim SSC auch die Granularitat einer
Zelle erfasst wird. Uber die Messung der Fluoreszenz kdnnen Zellen zusatzlich in
verschiedene Subpopulationen eingeteilt und gegebenenfalls voneinander getrennt werden.
In dieser Arbeit wurden mittels Propidiumiodid-Farbung Zellzyklusanalysen an einem Zelltyp
(HCT116 WT) durchgefihrt.
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Abbildung 7: Prinzip eines Durchflusszytometers (56)
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Die Darstellung der Daten kann in Form eines Histogramms oder eines Dot-Plots erfolgen. Bei
der Darstellung in einem Histogramm wird die H&aufigkeitsverteilung eines Parameters
abgebildet. Dabei wird Intensitat (z.B. eines gebundenen Fluoreszenzmarkers) der Anzahl der
Zellen gegenibergestellt. Bei dem Dot-Plot handelt es sich um eine zweidimensionale
Darstellung, bei der jeder Punkt eine einzelne Zelle darstellt und mittels zweier Parameter
charakterisiert wird (z.B. SSC vs. FSC). So kann man Subpopulationen charakterisieren,

identifizieren und Uber eine Kontrolle auch quantifizieren.
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Abbildung 8: Darstellung als Dot-Plot
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Abbildung 9: Darstellung als Histogramm
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2.2.3.1. Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodid-Farbung

Die Zellzyklusanalyse wurde mittels der Propidiumiodid-Farbung durchgefiihrt. Propidiumiodid
(P1) ist ein rot fluoreszierender Farbstoff, der bei 530 nm sein Anregungsmaximum und bei
626 nm sein Emissionmaximum hat. Bei der PI-Farbung wird ein Laser mit einer Wellenlédnge
von 488 nm verwendet, die Detektion erfolgt im FL-2 Kanal des FACSCalibur. Pl schiebt sich
zwischen die Basenpaare von DNS und RNS, es handelt sich also um einen interkalierenden
Farbstoff. Durch Zugabe von RNasen kann verhindert werden, das Pl sich auch in RNS-
Fragmente einlagert und zu falschen oder ungenauen Ergebnissen fuhrt bei der Analyse des
zelluldaren DNS-Gehaltes fuhrt.

Die Intensitat der emittierten Fluoreszenz ist direkt proportional zum Gehalt der DNS einer
Zelle, wodurch man feststellen kann, in welcher Phase des Zellzyklus eine Zelle sich aktuell
befindet. Die DNS wird im Laufe des Zellzyklus verdoppelt, bevor sie in der Mitose auf die
Tochterzellen aufgeteilt wird. Daher haben Zellen, die sich in der G2-Phase befinden einen
doppelt so hohen DNS-Gehalt wie Zellen, die gerade in der G1-Phase sind, was sich in einem
doppelt so hohen Fluoreszenzsignal verdeutlicht. Zellen in der Synthese-Phase liegen in ihrem
Fluoreszenzsignal dementsprechend zwischen den zwei G-Phasen-Peaks. DNS-Fragmente
aus apoptotischen Zellen bzw. apoptotische Zellen selbst enthalten noch DNS-Reste, die als
subG1-Peak im Histogramm erscheinen.

2.2.3.1.1. Durchfihrung

Zur Zellzyklusanalyse der HCT116 WT Zellen wurden 3 x 6-Well-Platten mit 250 000 Zellen
pro Well in 3 ml Wachstumsmedium ausgesat und tber Nacht bei 37°C und 5% CO: inkubiert
(siehe Tabelle 23). Am darauffolgenden Tag wurde das Medium zuné&chst abgesaugt und mit
frischem Medium plus 0,1% DMSO als Kontrolle, 20 uM bzw. 40 uM Urolithin A und 5 uM bzw.
10 puM Oxaliplatin behandelt. Nach 24, 48 bzw. 72 Stunden wurde jeweils 1 Platte fur die
Durchflusszytometrie vorbereitet. Dazu wurde das Medium abgenommen und in einem FACS-
Réhrchen gesammelt. Nach Waschen der Zellen mit 1 ml PBS, wurden die anhaftenden Zellen
mit 1 ml Accutase abgeldst und nach Resuspendieren mit 1 ml Wachstumsmedium zu dem
bereits gesammelten Medium ins FACS-Réhrchen Uberfuhrt. Nach Zentrifugieren in der
Heraeus™ Multifuge™ 1 S-R und Verwerfen des Uberstandes, wurde nochmal mit 1 ml PBS
gewaschen. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann
wurden die Zellen mit 0,5 ml der PI-Farbelésung versetzt. Es wurden alle 3 Platten gemeinsam
im Durchflusszytometer FACSCalibur™ vermessen und bis dahin im Kihlraum bei 4°C
aufbewahrt.

31



Tabelle 23: Pipettierschema Durchsflusszytometrie; A1 ,B1:0,1% DMSO, A2: Urolithin A 20 uM, A3: Urolithin A 40 uM, B2:
Oxaliplatin 5 uM, B3: Oxaliplation 10 uM

250 000 Zellen/ Well

2.2.4. Seahorse-Assay zur Bestimmung des metabolischen
Phanotyps

Zur Ermittlung der metabolischen Aktivitat in HCT116 WT und p53 k.o. Zellen wurde ein
Phanotyp-Test mittels Seahorse XFe24 Analysator durchgeflhrt.

Mitochondriale Respiration und Glykolyse sind die zwei Hauptstoffwechselwege einer Zelle,
um deren Energieanforderung gerecht zu werden. Durch enzymatisch kontrollierte Redox—
bzw. Oxidationsreaktionen entsteht ATP und es kommt zur Warmefreisetzung.

Mit dem Seahorse XF Cell Energy Phenotype Test werden die Rate der mitochondrialen
Respiration und der Glykolyse sowohl unter basalen/ physiologischen Konditionen als auch
unter gestressten Bedingungen gemessen. Daraus kann man auf das metabolische Potential
einer Zelle riickschlieBen, also inwieweit sie, wenn nétig, noch mit einer Anpassung des

Energiestoffwechsels reagieren kann.
Es werden zwei Parameter gemessen, aus denen das metabolische Potential resultiert:

« Oxygen Consumption Rate (OCR): Der Sauerstoffverbrauch ist ein Indikator fir die
mitochondriale Respiration, mit erhéhtem Fluss von Elektronen zu Oz im Rahmen der
Zellatmung steigt die OCR an.

» Extracellular acidification rate (ECAR): Die Glykolyse mit ihren Endprodukten
Pyruvat bzw. Lactat geht mit einer extrazellularen Erh6hung der Protonenkonzentration
bzw. einem Abfall des pH-Wertes einher. So kann eine erhéhte ECAR als MessgrdBe
fir eine erhdhte Glykolyse-Rate gelten.
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XF Cell Energy Phenotype
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Abbildung 10: Metabolisches Profil des Seahorse Phénotyp Tests

Zu Beginn der Messung werden die Basislinie von OCR und ECAR als Referenz gemessen
um den metabolischen Ph&notyp unter normalen Bedingungen zu ermitteln. Nach Zugabe von
geeigneten Stressoren, erhéhen die Zellen gezwungenermaBen das Ausmal von
Sauerstoffverbrauch und Glykolyse, man erkennt den gestressten Phanotyp. Aus dem
prozentuellen Anstieg von OCR und ECAR kann man das metabolische Potential der Zelle
ablesen. Es ist also eine MessgréBe fur die Fahigkeit der Zelle, auf Stress und wenn nétig mit

einem veranderten Metabolismus zu reagieren.

Dieser Stress wird in Form von zwei Substanzen zugefligt; Oligomycin und Carbonylcyanid-4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazon (FCCP). Bei Oligomycin handelt es sich um ein
Makrolidantibiotikum, das die ATP-Synthase hemmt und so die mitochondriale Respiration
hemmt. Um die Energienachfrage aber dennoch zu decken, betreiben die Zellen
kompensatorisch mehr Glykolyse zur ATP Gewinnung. FCCP ist ein Entkoppler der
Atmungskette, der durch die Dissipation des Protonengradienten an der inneren
Mitochondrienmembran den Sauerstoffverbrauch in die Héhe treibt.

2.2.4.1. Durchfihrung

Der Seahorse Phénotyp-Test wurde mit HCT116-Zellen vom Wildtyp und auch p53 k.o. Zellen
durchgeflihrt. Zunachst wurden die WT Zellen und die p53 k.o. separat mit verschiedenen
Konzentrationen FCCP (siehe Tabelle 24 und Tabelle 25) untersucht. AnschlieBend wurde
noch ein Test mit WT und k.o. Zellen auf einer Zellkulturplatte gemeinsam durchgeftihrt (siehe
Tabelle 26).
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Die Zellen wurden zuerst in 10 cm Schalen zu 2x10° in 10 ml Wachstumsmedium Gber Nacht
im Inkubator bei 37°C und 5 % CO: kultiviert und am nachsten Tag mit 0,1% DMSO als
Kontrolle und 30 uM Uroltihin A in 10 ml Wachstumsmedium behandelt. Am selben Tag
wurden die Seahorse Platten beschichtet. Dazu wurde 50 pl pro Well der CellTak-Lésung
(siehe Tabelle 11) pipettiert und fir 20 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend wurde mit
sterilem Wasser gewaschen und fir weitere 20 Minuten an der Luft trocken gelassen und dann
im Kuihlschrank bei 4°C gelagert. Weiters wurde die Kartusche fir den Assay mit 1 ml
Seahorse Calibration Solution pro Well hydratisiert und Uber Nacht im Inkubator bei 37°C
gelagert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen in die Seahorse Platten zu 100 000 Zellen pro Well
in 100 pl Seahorse-Assay Medium ausgesat und auf die beschichtete Platte zentrifugiert. Die
Zellen aus den 10 cm Schalen wurden dazu 2-mal mit PBS gewaschen, drei Minuten mit 3 ml
Accutase inkubiert, ausgezahlt und auf eine Konzentration von 1 Million/ ml eingestellt. Bei der
Aussaat wurden die entsprechenden Hintergrund-Wells der Seahorse Platte ausgelassen
(Pipettierschema siehe Tabelle 24). Nach der Zentrifugation wurden noch 400 pL Assay
Medium zu den Wells pipettiert. Die Platte wurde dann fir eine Stunde ohne CO: bei 37°C
inkubiert.

Tabelle 24: Pipettierschema Seahorse Phdnotyp Test HCT116 WT; Spalten 1-3: 0,1% DMSO, Spalten 4-6: 30 uM Urolithin A;
Zeilen A, C: 1,0 uM Oligomycin, Zeile B: 0,5 uM FCCP, Zeile D: 1,0 uM FCCP; 100 000 Zellen/Well,| leere Wells

DMSO 0,1 % UroA 30 uM

1 2 3 4 5 6

FCCP 0,5 uM

O O I >

FCCP 1,0 uM

100 000 Zellen/ Well
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Tabelle 25: Pipettierschema Seahorse Phénotyp Test HCT116 p53 k.o.; Spalten 1-3: 0,1% DMSO, Spalten 4-6: 30 uM Urolithin
A; Zeilen A, C: 1,0 uM Oligomycin, Zeile B: 0,5 uM FCCP, Zeile D: 1,0 uM FCCP; 100 000 Zellen/Well, leere Wells

DMSO 0,1 % UroA 30 uM
1 2 3 4 5
A Oligomycin 1,0 uM
B FCCP 0,5 uM
C Oligomycin 1,0 uM
D FCCP 1,0 uM

100 000 Zellen/ Well

Tabelle 26: Pipettierschema Seahorse Phdnotyp Test HCT116 WT und p53 k.o.; Spalten 1-3: 0,1% DMSO, Spalten 4-6: 30 uM
Urolithin A; Zeilen A, C: 1,0 uM Oligomycin, Zeile B: 0,5 uM FCCP, Zeile D: 0,5 uM FCCP; 100 000 Zellen/Well, |HCT116 WT,

HCT116 p53 k.o|,| leere Wells

DMSO 0,1 % UroA 30 uM
1 2 3 4 5
A Oligomycin 1,0 uM
B FCCP 0,5 uM
C Oligomycin 1,0 uM
D FCCP 0,5 uM

100 000 Zellen/ Well

Das Assay Medium wurde fir jeden Test frisch hergestellt und mit einem pH-Meter auf einen
pH-Wert von 7.4 bei 37°C eingestellt. Im Vorfeld wurden fir das Basalmedium die in Tabelle

12 genannten Bestandteile zunachst geldst, steril filtriert und anschlieBend im Kuhlschrank bei

4°C gelagert und zur Herstellung des Assay Mediums verwendet (siehe Tabelle 13).

In der Zwischenzeit wurden die Injektionslésungen mit 1,0 uM Oligomycin und 0,5 uM FCCP
in Seahorse Assay Medium, jeweils Endkonzentration, vorbereitet und 56 pl in den

entsprechenden Port im Seahorse XFe24 Analysator pipettiert. Nach Equilibrieren der
Kartusche und CO.-freien Inkubation, kann mit der Messung gestartet werden (default settings

fir Phanotyp Assay).

35




2.2.4.2. Optimierung der Parameter mittels Seahorse Mito Stress Test

Verschiedene Parameter wie optimale Zellzahl, FCCP-Konzentration oder Beschichtung der
24-Well-Kulturplatte wurden im Vorfeld mittels dem Seahorse Mito Stress Test ermittelt. Bei
dem Mito Stress Test wird die OCR Uber einen gewissen Zeitraum gemessen, um die
mitochondriale Funktion einer Zelle nach Zugabe verschiedener Stressoren zu beobachten.
Hier wird zusatzlich zu Oligomycin und FCCP, noch eine Mischung aus Rotenon und Antimycin
hinzugeflgt.

Rotenone &
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Respiration Proton leak  Non-mitochondrial respiration

Abbildung 11: Seahorse Mito Stress Test Messprofil (57)

Messprofil des Seahorse Mito Stress Test (siehe Abbildung 11):

1. Basale Respiration: Die basale Respiration zeigt den Sauerstoffverbrauch unter
normalen Bedingungen, um die ATP-Anforderungen unter Berlcksichtigung des
Protonenleaks in den Mitochondrien der Zelle zu erfillen.

2. Nach Hinzufigen von Oligomycin, einem ATP-Synthase-Inhibitor, sinkt die OCR.
Dieser Abfall spiegelt den Anteil des Sauerstoffverbrauchs wider, der direkt an die ATP-
Produktion gekoppelt ist. Der verbleibende Anteil représentiert das Protonenleak.

3. Durch FCCP bricht der Protonengradient zusammen, der Sauerstoffverbrauch ist von
der ATP-Produktion entkoppelt, steigt maximal an und zeigt nun die potentielle
maximale Respiration. Die Differenz zur basalen Respiration ist also die freie
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zusatzliche Atemkapazitat, die wiederum als Indikator fir die Flexibilitat einer Zelle
interpretiert werden kann.

4. Im letzten Schritt werden Rotenon und Antimycin als Stressoren hinzugeflgt. Sie beide
inhibieren Komplexe in der Elektronentransportkette, namlich Komplex | und Ill, und
legen die komplette mitochondrielle Respiration lahm. Als Resultat sinkt die OCR
rapide ab und bleibt auf einem niedrigen Level, was die nicht-mitochondriale
Respiration, die durch anderweitige sauerstoffverbrauchende Enzyme zustande
kommt, widerspiegel.

2.2.4.2.1. Zellzahloptimierung

Zur Ermittlung der optimalen Zellzahl wurde eine 24-Well-Zellkulturplatte mit Gelatine
beschichtet und HCT116 WT Zellen in einer Dichte von 10 000 bis 60 000 Zellen pro Well in
100 pl Wachstumsmedium ausgesat. Nach einer Stunde in der Arbeitsbank und 4 Stunden im

Inkubator wurden jeweils 200 pl Wachstumsmedium hinzugefigt.
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" 10 000 Zglien Well

Abbildung 12: Schema Seahorse Mito Stress Test zur Zellzahloptimierung, 10 000 bis 60 000 Zellen/ Well, A1, B4, C3, D6:
leere Wells

Am selben Tag wurde das Seahorse Gerat eingeschaltet, die Kartusche hydriert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit dem Seahorse Assay Medium,
das frisch hergestellt und auf einen pH-Wert von 7.4 bei 37°C eingestellt wurde, mit jeweils
1 ml 2-mal gewaschen. Dann wurden 500 pl Seahorse Assay Medium hinzugeflugt. Wahrend
die Zellen eine Stunde ohne CO: inkubiert wurden, wurden die Lésungen der Stressoren in
folgenden Konzentrationen (final im Test) hergestellt:
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» Oligomycin 1 uM
- FCCP 1,5 uM
* Rotenon/ Antimycin 0,5 uM/ 0,5 uM in Seahorse Assay Medium

Die Lésungen wurden in die entsprechenden Ports im Gerét pipettiert. Nach der CO»-freien
Inkubation der Zellen und der Kalibration der Kartusche, wurde mit dem Test in den default
settings (d.h. Zahl und Dauer der Zyklen) des Analyzers gestartet.

2.2.4.2.2. Optimierung der FCCP-Konzentration

Um die passende finale FCCP-Konzentration zu bestimmen, wurde der Seahorse Mito Stress
Test wie oben beschrieben mit 50 000 Zellen pro Well und verschiedenen Konzentrationen
von 0.5 uM, 1.0 uM, 1.5 uM und 2.0 uM FCCP durchgeftihrt.

1 2 3 |4 5 6
Al l 05 uM FCCP YO
00T
¢/ ) iswdroer[ ) )
D 20 uM :’AF&;F?:I'::} 2

Abbildung 13: Behandlungsschema zur optimalen FCCP-Konzentration, Zeile A: 0.5 uM, Zeile B: 1.0 uM, Zeile C: 1.5, Zeile D:
2.0 uM FCCP, 50 000 Zellen/ Well, HCT116 WT, A1, B4, C3, Dé6: leere Wells

2.2.4.2.3. Optimale Beschichtung der Zellkulturplatten

Um eine méglichst gute Anlagerung der Zellen wahrend der gesamten Seahorse Analyse zu
gewahrleisten, wurde eine geeignete Beschichtung gesucht. Dazu wurde der Seahorse Mito
Stress Test wie oben beschrieben mit 50 000 Zellen pro Well durchgefiihrt und die
Zellkulturplatte im Vorfeld beschichtet. Es wurden Kollagen (1 ml pro Well), Gelatine (500 pl
pro Well) und Poly-L-Lysin (40 ul pro Well) verwendet. SchlieBlich wurden die Untersuchungen
mit einer CellTak Beschichtung durchgefiihrt, bei der die Zellen nicht Gber Nacht anwachsen,
sondern am Tag des Assay auf die Platten zentrifugiert werden.
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Abbildung 14: Schema zur optimalen Beschichtung, Spalten 1,2: Poly-L-Lysin, Spalten 3,4: Gelatine, Spalten 5,6: Kollagen,
50000 Zellen/ Well, HCT116 WT, A1, B4, C3, D6: leere Wells

2.2.4.2.4, Normalisierung

Zur anschlieBenden Normalisierung der Daten des Seahorse Mito Stress Tests auf die
tatsachlich vorhandene Zellmasse, wurde im Anschluss an die Messung im Seahorse XFe24
Analyzer der Kristallvioeltt Assay durchgefihrt.

Da beim Phéanotyp Test der Workflow verandert wurde und die Zellen schon vor der Aussaat
auf die Zellkulturplatten mit den Testsubstanzen behandelt und ausgezahlt wurden, wurde
keine nochmalige Normalisierung durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind daher die Werte far
100 000 Zellen pro Well.

2.2.4.2.5. Datenauswertung und Statistik

Die Ergebnisse wurden mit dem XF Energy Phenotype Test Report Generator mit der
Seahorse Wave Software ermittelt.

Die Statistik fir Experimente mit mindestens drei unabhangigen Replikaten wurde mit der
Software MS Office Excel berechnet. Fir den Verleich zweier Gruppen wurde der T-Test
durchgefiihrt, wobei nur Ergebnisse mit Unterschieden p < 0,05 als signifikant gewertet
wurden.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1. Optimierung von Parametern

3.1.1. Resazurin / Kristallviolett Assay

3.1.1.1.  Zellzahloptimierung

Der Resazurin Assay sowie der Kristallviolett Assay wurden auf denselben 96-Well-Platten
durchgefiihrt. Um ein Uberwuchern der Zellen bzw. eine Sattigung des Signals zu verhindern
und trotzdem Uber ausreichend Zellen fir ein aussagekraftiges Ergebnis zu verfigen, wurde
im Vorfeld die optimale Zellzahl mit dem Resazurin Assay ermittelt. Es wurden 5 000, 7 500,
10 000 bzw. 20 000 Zellen pro Well ausgesat.

DMSO Kontrolle 24h
12000
10000
8000

AFU

6000
4000
2000

Stunden

® 5000 Zellen 7500 Zellen 10 000 Zellen 20 000 Zellen

Abbildung 15: DMSO Kontrolle zur Zellzahloptimierung, 24 Stunden, AFU = arbitrary fluorescence units

Nach 24-stindiger DMSO-Behandlung im Brutschrank zeigten alle Zellzahlen Uber einen
Messverlauf von 4 Stunden ein anndhernd lineares Verhalten (siehe Abbildung 15) der
Fluoreszenzintensitat von Resorufin. Auch nach 48-stiindiger und 72-stindiger Behandlung
zeigte sich ein ahnliches Bild (siehe Abbildung 16 und Abbildung 17). Zwischen 10 000 und
20 000 Zellen pro Well konnte man keinen groBBen Unterschied in der Signalstarke feststellen.
Die optimale Zellzahl wirde zwischen 7500 und 10 000 Zellen pro Well liegen. Die
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Experimente wurden letztendlich mit 10 000 Zellen pro Well und 3 Stunden Inkubation mit
Resazurin-Lésung durchgeflhrt.

DMSO Kontrolle 48h
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Abbildung 16: DMSO Kontrolle zur Zellzahloptimierung, 48 Stunden, AFU = arbitrary fluorescence units
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Abbildung 17:DMSO Kontrolle zur Zellzahloptimierung, 72 Stunden, AFU = arbitrary fluorescence units
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3.1.2. Seahorse Phanotyp Test

3.1.2.1. Zellzahloptimierung

Zu Beginn wurde ein Seahorse Mito Stress Test zu Ermittlung der optimalen Zellzahl
durchgefiihrt. Die Zellen wurden in einer Dichte von 10 000 bis 60 000 Zellen pro Well
ausgesat und bis zum Assay 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Bis 30 000 Zellen konnte
nur eine sehr niedrige basale Atmung gemessen werden, nach Zugabe der Stressoren lasst
sich kaum eine Verédnderung erkennen. Erst ab 40 000 Zellen ist die basale Atmung hoch
genug, um einen Effekt der Stressoren messen zu kénnen (siehe Abbildung 18). Die optimale
Zellzahl liegt hier zwischen 40 000 und 60 000 Zellen pro Well. Fir die Optimierung der
weiteren Parameter wurden 50 000 Zellen pro Well ausgesat. Da es aber mit der Beschichtung
der Platten, der langfristigen Anhaftung der Zellen in den Platten und dadurch bei der
Normalisierung der Daten im weiteren Verlauf der Arbeit immer wieder Probleme gab (siehe
unten), wurden schlieBlich die Zellen mit einer Dichte von 100 000 Zellen pro Well unmittelbar
vor dem Assay auf die Platten zentrifugiert.

Mitochondriale Atmung
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Abbildung 18: Zellzahloptimierung mit den Mito Stress Test, OCR = oxygen consumption rate
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3.1.2.2. Beschichtung der Platten

Bei den ersten Versuchen wurde die Platte mit Gelatine beschichtet. Nach dem Mito Stress
Test konnte man anhand der Kristallviolett-Farbung erkennen, dass sich die Zellen bei einigen
Wells wahrend des Assays abgeldst hatten. Ahnliche Ergebnisse konnte man auch bei der
Beschichtung mit Poly-L-Lysin und Kollagen erkennen. SchlieBlich wurden die Zellen kurz vor
dem Experiment auf eine Beschichtung mit CellTak Coating zentrifugiert, womit eine gute und
gleichméaBige Anhaftung der Zellen erreicht wurde.

3.1.2.3.  Normalisierung

Durch die erwahnten Probleme bei der Anhaftung der Zellen auf Gelatine, Poly-L-Lysin und
Kollagen-beschichteten Platten, waren zum Teil nur mehr wenig und sehr unregelmasig Zellen
in den einzelnen Wells vorhanden. Der zur Normalisierung zunachst geplante Kristallviolett
Assay war nicht sensitiv genug, um die Unterschiede verlasslich widerzuspiegeln. Auch die
Normalisierung auf Proteinmenge pro Well mittels Bradford Assay zeigte Unterschiede nur
unzureichend auf. Da das Bradford Assay auf der Bestimmung von Proteinen bzw.
Aminoséauren basiert, kdnnte die Beschichtung der Platten selbst hier einer der Stérfaktoren
sein. Im weiteren Verlauf wurden deshalb die Seahorse Daten immer mit einer Zellzahl von
100 000 Zellen/ Well aufgenommen (die Zellzahl wurde kurz vor dem Assay bestimmt und
entsprechend auf die Platten zentrifugiert, wo sie mittels CellTak auch die gesamte Dauer des
Versuchs anhafteten).

3.1.2.4. FCCP Konzentration

Um die geeignete FCCP-Konzentration fir HCT116 Zellen herauszufinden, wurde der Mito
Stress Test mit verschiedenen Konzentrationen durchgeflihrt. Im Falle dieser Zelllinie fuhrt
eine FCCP-Konzentration zwischen 05pM und 1,0pM zu einem maximalen
Sauerstoffverbrauch. Die im Seahorse Phanotyp Test dargestellien Ergebnisse, wurden
deshalb mit einer Konzentration von 0,5 uM FCCP bestimmt.
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3.2. Effekt von Urolithin A, S-Equol, Enterolakton und Oxaliplatin
auf das Wachstum und die Viabilitdt von HCT116 Zellen

Um den Effekt von Urolithin A, S-Equol, Enterolakton und Oxaliplatin auf mdgliches
Zellwachstum und Viabilitdt zu untersuchen, wurden die metabolische Aktivitdt mittels
Resazurin Assay und die Biomasse mittels Kristallviolett Assay bestimmt. Die 1Cso-Werte sind
in Tabelle 27 und Tabelle 28 dargestellt.

Urolithin A konnte die metabolische Aktivitat zeit- und dosisabhangig mit einer 1Cso von
30,2 uM nach 48 Stunden hemmen. Nach 72 Stunden konnte mit 25,6 uM eine etwas
niedrigere 1Cso festgestellt werden. Basierend auf der Bestimmung der Biomasse erreicht
Urolithin A eine ICso von 28,1 uM nach 48 Stunden bzw. 22,4 uM nach 72 Stunden.

S-Equol zeigte sowohl im Resazurin Assay als auch im Kristallviolett Assay bis 40 uM wenig
Aktivitat, weshalb die Maximalkonzentration auf 80 uM gesteigert wurde. Nach 48 Stunden
konnte eine ICso von 40,5 uM im Resazurin Assay festgestellt werden. Nach 72 Stunden
konnte dieser Wert nicht mehr festgestellt werden, was darauf hindeuten kénnte, dass die
Wirkung von S-Equol auf die Metabolisierung von Resazurin schon nach kurzer Zeit nachlasst.
Im Kristallviolett Assay erreichte S-Equol eine 1Cso von 33,5 uM nach 48 Stunden bzw. 54,2 uM
nach 72 Stunden.

Im Zuge der Zellzahloptimierung zeigte Enterolakton mit einer Konzentration von 40 uM keine
wachstumshemmende Aktivitat. Daher wurde die Ermittlung der 1Cso-Werte auf Urolithin A und

S-Equol beschrankt.

Als Positivkontrolle wurden die ICso Werte von Oxaliplatin, einem Zytostatikum, herangezogen.
Im Resazurin Assay erreichte Oxaliplatin eine 1Cso von 5,0 uM nach 48 Stunden bzw. 4,6 uM
nach 72 Stunden, wahrend im Kristallviolett Assay geringere 1Cso-Werte mit 2,4 uM nach 48
Stunden bzw. 3,0 uM festgestellt werden konnten.

Tabelle 27: IC50-Werte ermittelt im Resazurin Assay, HCT116 WT, Werte als Mittelwert + SD, n.d. = not determined, n=2

ICso (48h) ICso (72h)
Urolithin A 30,2+2,1 uM 25,6 £4,7 uM
S-Equol 40,5+ 5,0 uM n.d.
Oxaliplatin 5,0+£0,6 uM 4,6 +£1,0 uM
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Tabelle 28: IC50-Werte ermittelt im Kristallviolett Assay, HCT116 WT, Werte als Mittelwert + SD, n.d. = not determined, n=2

ICs0 (48h) ICs0 (72h)
Urolithin A 28,1 £0,9 uM 22,4 £ 0,7 uM
S-Equol 33,5 uM 54,2 +5,7 uM
Oxaliplatin 2,4 uM 3,0 uM

Urolithin A zeigte somit als einzige der Testsubstanzen zeit- und dosisabhangig
antiproliferatives oder cytotoxisches Potential auf HCT116 Zellen mit ICso-Werten < 30 uM. Da
die Experimente nur 2-mal durchgefiihrt werden konnten, muss die Reproduzierbarkeit in
weiteren Versuchen bestatigt werden. Nichtsdestotrotz stimmen diese Ergebnisse mit
bisherigen Studien Uberein, sowohl in der gleichen Zelllinie, als auch in anderen
Darmkrebszelllinien (58,59). Interessanterweise sprechen nicht alle Zelllinien z.B. HT29 Zellen
zeitabhéngig auf Urolithin A an, allerdings gibt es dazu widersprichliche Studienergebnisse
(6,7).

Dass der Konsum von Ellagtannin-reichen Lebensmittel einen positiven Effekt auf die
Darmgesundheit hat, ist laut der aktuellen Studienlage gesichert (1,2,60). Damit Urolithin A
aber direkt antiproliferativ auf Darmkrebszellen wirken kann, sind natirlich ausreichend hohe
Gewebespiegel erforderlich. Dazu gibt es zahlreiche Studien im Tiermodell, mehr humane
Studien zur Bioverflgbarkeit und Gewebeverteilung sind daher unbedingt erforderlich.
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3.3. Effekt von Urolithin A und Oxaliplatin auf den Zellzyklus von
HCT116 WT Zellen

Um den Einfluss von Urolithin A und Oxaliplatin auf den Zellzyklus von HCT116 Zellen zu
untersuchen, wurde eine Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid-Farbung und FACS-Analyse

durchgefihrt.

Nach 24 Stunden Behandlung mit 20 uM bzw. 40 uM Urolithin A, verringerte sich der
prozentuelle Anteil der Zellen in S-Phase und G1-Phase, wahrend die Zellen in der G2/M-
Phase akkumulierten. Auch der Anteil der Zellen in der subG1-Phase erhdhte sich, was auf

einen apoptotischen Effekt hinweisen kénnte (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Zellzyklus Phasenverteilung nach 24h, HCT116 WT, UroA= Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2

Nach 48 Stunden I&sst sich ein &hnlicher Effekt beobachten, der Anteil der Zellen in der G2/M-
Phase und subG1-Phase steigt an, wahrend immer weniger Zellen die G1-Phase bzw. S-
Phase erreichen (siehe Abbildung 20). Nach Behandlung mit 40 uM Urolithin A Uber 48
Stunden fallt auf, dass ungeféhr 10 % der Zellen nicht detektiert wurden, das darauf schlieBen
lasst, dass sich immer mehr abgestorbene Zellen und Zellbestandteile in der Probe befinden,
die auch nicht mehr im subG1-Peak auftauchen. Nach 72-stliindiger Behandlung mit Urolithin
A lasst sich keine Akkumulation in der G2/M-Phase mehr feststellen. Im Gegensatz dazu steigt

der subG1-Peak (siehe Abbildung 21).
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Zellzyklus Phasenverteilung 48h
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Abbildung 20: Zellzyklus Phasenverteilung nach 48h, HCT116 WT, UroA= Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2

Zellzyklus Phasenverteilung 72h
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Abbildung 21: Zellzyklus Phasenverteilung nach 72h, HCT116 WT, UroA= Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2

Nach 24-stiindiger Behandlung mit Oxaliplatin mit 5 uM bzw. 10 uM akkumulieren die Zellen
ebenfalls in der G2/M-Phase, wahrend der Anstieg in der subG1-Phase nicht so hoch ausfallt
verglichen mit Urolithin A. AuBerdem fallt auf, dass nur wenige Zellen nach Behandlung mit
Oxaliplatin die S-Phase erreichen. Ein &hnliches Bild zeigt sich nach 48-stundiger Behandlung,
obwohl die Akkumulation in der G2/M-Phase weniger ausgepragt ist und mehr Zellen in der
subG1-Phase zu finden sind. Nach 72 Stunden scheint der Effekt von Oxaliplatin schwéacher
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zu werden bzw. akkumulieren immer mehr Zellen in der subG1-Phase, siehe Abbildung 22 bis

Abbildung 24.
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Abbildung 22:Zellzyklus Phasenverteilung nach 24h, Oxa = Oxaliplatin, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2
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Abbildung 23: Zellzyklus Phasenverteilung nach 48h, Oxa = Oxaliplatin, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2
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Zellzyklus Phasenverteilung 72h
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Abbildung 24: Zellzyklus Phasenverteilung nach 72h, Oxa = Oxaliplatin, 0,1% DMSO als Kontrolle, n=2

Die Zellzyklusanalyse ergab also, dass Urolithin A zu Akkumulation der Zellen in der G2/M-
Phase und im weiteren Verlauf der subG1-Phase fihrt. Das kénnte ein Hinweis darauf sein,
das Urolithin A nach G2/M-Arrest Apoptose-induzierend in Darmkrebszellen wirken kann.
Dieser Effekt konnte auch in anderen Studien beobachtet werden (6,7). Wie genau Urolithin A
zum G2/M-Arrest flhrt, muss in weiteren Studien noch abschlieBend geklart werden.

Oxaliplatin scheint eine &hnliche Wirkung zu haben, es fihrt ebenfalls zur Akkumulation der
der subG1-Phase, wahrend die Zellen in der S-Phase stark verringert sind und vor allem nach
24 Stunden ein erhdéhter G2/M-Anteil zu beobachten ist. Als bekannter Disruptor der
Replikation und Transkription, fuhrt Oxaliplatin zu Einleitung der Apoptose Uber Aktivierung

des intrinsischen Weg (54).
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3.4. Kombinationswirkung von Urolithin A und S-Equol mit
Oxaliplatin

Als n&chstes wurde auf eine mdgliche Kombinationswirkung von Oxaliplatin mit verschiedenen
Konzentrationen der Testsubstanzen im Resazurin Assay bzw. Kristallviolett Assay
untersucht. Die Kombinationsindizes wurden nach 48 und 72 Stunden Behandlung errechnet.
Nach 24 Stunden konnten keine ICso-Werte ermittelt werden, daher konnte auch keine

Kombinationswirkung errechnet werden.

3.4.1. Kombinationswirkung von Oxaliplatin und Urolithin A

Urolithin A wurde in einer Konzentration von 5uM, 15uM und 40 uM auf eine
Kombinationswirkung mit Oxaliplatin getestet. Zur Berechnung wurde die zuvor ermittelte 1Cso
von Urolithin A herangezogen. Die Kombination mit Urolithin A flihrte dosisabhangig zu
geringeren 1Cso-Werten von Oxaliplatin, siehe Tabelle 29. Die Berechnung des
Kombinationsindex ergab, dass Urolithin A mit 5 uM und 15 uM nach 48 Stunden einen
schwach additiven Effekt zu Oxaliplatin hat. Mit 40 uM Urolithin A konnte dieser Effekt nicht
beobachtet werden, ebenso nicht nach 72 Stunden.

Tabelle 29: IC50-Werte und Cl fiir Oxaliplatin und Urolithin A (UroA) nach 48 und 72 Stunden, Resazurin Assay, Werte als
Mittelwert £ SD

48h 72h
ICs0 Cl ICso Cl
Urolithin A 30,2 2,1 uM 25,6 uM
Oxaliplatin 29+04uM 2,7+0,3uM
+5 uM UroA 2,7+0,8 uM 1,09 3,2+0,3uM 1,38
+ 15 uM UroA 1,7 0,3 uM 1,08 1,6 0,3 uM 1,18
+ 40 uM UroA 0,6 £0,1 uM 1,53 0,6 £0,1 uM 1,78

Im Kiristallviolett Assay konnte kein additiver Effekt beobachtet werden. Die
Kombinationsindizes liegen sowohl nach 48 als auch nach 72 Stunden in allen
Konzentrationen Uber 1,1, was auf eine schwach antagonistische Wirkung schlieBen Iasst,
siehe Tabelle 30.
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Tabelle 30:1C50-Werte und Cl fiir Oxaliplatin und Urolithin A (UroA) nach 48 und 72 Stunden, Kristallviolett Assay, Werte als

Mittelwert + SD

48h 72h
ICs0 Cl ICs0 Cl
Urolithin A 28,1 £ 0,9 uM 22,4 + 0,7 uyM
Oxaliplatin 2,4+0,2uM 2,5+0,1 uM
+ 5 uM UroA 25+0,2uM 1,22 25+0,1uM 1,22
+ 15 uM UroA 1,8 0,1 uM 1,28 2,0+0,2uM 1,47
+ 40 uM UroA 0,7 £ 0,01 pM 1,72 0,6 £0,1 uM 2,07

3.4.2. Kombinationswirkung von Oxaliplatin und S-Equol

S-Equol wurde ebenfalls auf eine mégliche Kombinationswirkung mit Oxaliplatin getestet. Es

wurden Konzentrationen von 5 uM bis 80 uM gewahlt, da S-Equol schon im Vorfeld weniger

Aktivitat zeigte. Die Berechnung der Kombinationsindizes mit verschiedenen Konzentrationen

S-Equol lasst, sowohl im Resazurin Assay, als auch im Kristallviolett Assay auf einen

antagonistischen Effekt schlieBen. Die CI liegen weit Gber 1,1, zusatzlich steigen sie mit

steigender S-Equol-Konzentration, siehe Tabelle 31 und Tabelle 32.

Tabelle 31: IC50-Werte und Cl fiir Oxaliplatin und S-Equol nach 48 und 72 Stunden, Resazurin Assay, Werte als Mittelwert +

)

48h 72h
ICs0 Cl ICs0 Cl

S-Equol 40,5 + 5,0 yM 54,2 £ 5,7 uM
Oxaliplatin 3,0+1,2uM 2,1+0,1 uM

+ 5 pM S-Equol 43+1,8uM 1,56 4,4+0,2uM 2,19

+ 20 uM S-Equol 49+1,1uM 2,13 3,5+0,4uM 2,04

+ 80 uM S-Equol 4,8 +2,3uM 3,58 2,9+0,5uM 2,86
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Tabelle 32 : IC50-Werte und Cl fiir Oxaliplatin und S-Equol nach 48 und 72 Stunden, Kristallviolett Assay, Werte als
Mittelwert £ SD

48h 72h
ICs0 Cl ICs0 Cl
S-Equol 33,5 uM 54,2 + 5,7 uM
Oxaliplatin 2,7+1,6 uM 2,5 uM
+ 5 uM S-Equol 3,1+£0,3uM 1,30 5,3 uM 2,21
+ 20 uM S-Equol 3,2+0,4 uM 1,78 4,5 uM 2,17
+ 80 uM S-Equol 3,8+2,2uM 3,80 2,7 UM 2,56

Nach 48 Stunden zeigte Urolithin A einen additiven Effekt zu Oxaliplatin, der nach 72 Stunden
wieder nachzulassen scheint. Insbesondere niedrigere Konzentrationen (hier bis 15 uM)
scheinen potenter zu sein, da bei 40 uM Urolithin A der CI mit 1,53 im Resazurin Assay auf
einen antagonistischen Effekt hindeutet. In weiteren Studien nach dieser Diplomarbeit wurden
deshalb auch geringere Urolithin A Konzentrationen (1-15 pM) in Kombination mit Oxaliplatin
in HCT116 Zellen getestet, die sogar Synergie-Effekte mit Oxaliplatin offenbarten (61). Es
scheint also eine Frage der Urolithin A-Dosis (und somit des betroffenen Targets) zu sein,
wann positive oder negative Effekte einer Kombinationstherapie bzw. einer adjuvanten Diat im
Zusammenhang mit Oxaliplatin zu erwarten sind. Auch in anderen Darmkrebszellen konnte

eine additive Wirkung von Urolithin A z.B. auf 5-Fluorouracil beobachtet werden (5).

Bei der Kombination von Oxaliplatin mit S-Equol konnte keine additive Wirkung festgestellt
werden. Bei kleinen Konzentrationen von Oxaliplatin im Bereich zwischen 1,25 uM bis 5 uM
scheint S-Equol sogar einen schitzenden Effekt auf die Zellen zu haben. Es ist also
wahrscheinlicher, dass S-Equol einen antagonistischen Effekt auf Oxaliplatin hat.
Unglickerweise wurden bei der Wiederholung des Experiments die 96-Well-Platten z.T.
bakteriell kontaminiert, daher konnte im Kristallviolett Assay fir 72 Stunden nur ein Wert
ermittelt werden. Aus diesem Grund muss man diese Daten leider als wenig aussagekréftig
ansehen und in anderen Studien genauer untersuchen.
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3.5. Effekt von Urolithin A auf das metabolische Potential von
HCT116 WT Zellen

Da entartete Zellen dafiir bekannt sind, ihren Stoffwechsel zugunsten einer optimalen Energie-
und Bausteingewinnung umzustellen, stellt sich natdrlich auch die Frage, ob und wie Urolithin
A den Metabolismus dieser Zellen beeinflussen kann. Um dies ndher zu beleuchten, wurde
der Seahorse Phénotyp Test mit 0,1% DMSO als Kontrolle und 30 uM Urolithin A in HCT116
Zellen durchgefthrt.

Abbildung 25 zeigt das respiratorische Potential nach der Behandlung mit DMSO und Urolithin
A. In der DMSO-Kontrolle, sind die Zellen in der Lage, den Sauerstoffverbrauch nach Zugabe
der Stressoren noch um ca. 70% zu erhéhen. Zellen, die mit Urolithin A behandelt wurden,
kdnnen zwar auch die Zellatmung noch erhéhen, das Ausmaf ist aber wesentlich geringer und
liegt im Mittel bei ca. 40%. Auch das glykolytische Potential der Urolithin A-behandelten Zellen
ist beeintrachtigt (siehe Abbildung 26). Bei der Kontrolle sind die Zellen in der Lage, die
Glykolyse, wenn nétig, noch um fast das 3-fache zu steigern, wahrend die Urolithin A-
Behandlung das glykolytische Potential signifikant auf das ca. 1.9-fache reduziert. Die
geringere glykolytische Reserve der behandelten HCT116 Zellen geht einher mit einer bereits
erhdhten basalen Glykolyserate (Daten nicht gezeigt), die sich nach Zugabe von Stressoren

nicht mehr im selben MaBe steigern lasst wie die der Kontrollzellen.
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Abbildung 25: Respiratorisches Potential nach Behandlung mit 30 uM Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, HCT 116 WT,
OCR= Oxygen Consumpation Rate, n=3, Mittelwert + SD, t-Test, *p < 0,05
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Abbildung 26: Glykolytisches Potential nach Behandlung mit 30 uM Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, HCT 116 WT,
ECAR=extracellular acidification rate, n=3, Mittelwert + SD, t-Test, *p < 0,05

Urolithin A scheint den Metabolismus von HCT116 WT Zellen merklich zu beeinflussen. Die
mdgliche erzwungene Steigerung der oxidativen Phosphorylierung und der glykolytischen
Aktivitat sind geringer als bei der DMSO-Kontrolle. Diese induzierte ,metabolische
Achillesferse” kdnnte bei mdglichen Kombinationstherapien ausgenutzt werden. Da auch
schon der Precursor von Urolithin A, Ellagsaure, sehr unterschiedliche Effekte auf
verschiedene Krebszelllinien zu haben scheint (62), stellt sich die Frage, ob und wie Urolithin
A auch den zelluldren Metabolismus in anderen Krebszellen und nicht transformierten Zellen

beeinflussen kann.
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3.6. Rolles des Tumorsuppressor p53 bei der Behandlung mit
Urolithin A

Wie in der Einleitung schon erwéahnt, spielt das Tumorsuppressorgen TP53 eine essentielle
Rolle in der Entwicklung von Tumoren. Da der GroBteil von Darmtumoren ein mutiertes bzw.
nicht funktionsféhiges p53 Protein exprimiert, stellt sich die Frage, ob die Wirkung von Urolithin
A von p53 abhéangig ist. Dazu wurde sowohl der Resazurin Assay und Kristallviolett Assay als
auch der Seahorse Phanotyp Test mit HCT116 p53 knock-out Zellen durchgefihrt.

Im Resazurin Assay wurden fur die p53 k.o. Zellen héhere 1Cso-Werte ermittelt als fur die WT
Zellen (siehe Tabelle 33). Urolithin A erreichte eine ICso von 44,4 uM nach 48 Stunden bzw.
34,1 uM nach 72 Stunden. Der wachstumshemmende Effekt von Urolithin A scheint somit von
p53 abhangig zu sein. Auch die Wirkung von Oxaliplatin steht in Abhangigkeit von p53. Die
ICso-Werte sind mit 10,6 uM nach 48 Stunden und 13,5 uM nach 72 Stunden mehr als 2-mal
so hoch wie in den WT Zellen mit 5 pM nach 48 Stunden bzw. 4,6 pM nach 72 Stunden.

Tabelle 33: IC50-Werte ermittelt im Resazurin Assay, HCT116 p53 k.o., Werte als Mittelwert + SD, n.d. = not determined, n=2

ICso (48h) ICs0 (72h)
Urolithin A 44 4 + 3,9 uM 34,1 £6,7 uM
Oxaliplatin 10,6 pM 13,5 uM

Auch im Kristallviolett Assay zeigt Urolithin A einen p53-abhangigen Effekt. Auch hier wurden
mit 56,8 uM bzw. 46,5 uM wesentlich hdhere [Cso-Werte ermittelt (siehe Tabelle 34).
Oxaliplatin zeigt mit 7,4 uM nach 48 Stunden und 10,6 puM nach 72 Stunden mehr als 3-mal
héhere Werte als in den WT Zellen mit 2,4 uM bzw. 3,0 uM.

Tabelle 34: IC50-Werte ermittelt im Kristallviolett Assay, HCT116 p53 k.o., Werte als Mittelwert + SD, n.d. = not determined,
n=2

ICs0 (48h) ICs0 (72h)
Urolithin A 56,8 UM 46,5 uM
Oxaliplatin 7,4 uM 10,6 uM
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Um zu sehen, ob die metabolischen Effekte von Urolithin A in einer Abhéngigkeit von p53
stehen kdénnten, wurde der Seahorse Phanotyp Test auch mit HCT 116 p53 k.o. Zellen

durchgefihrt.

Im Wildtyp konnte man beobachten, dass Urolithin A das metabolische Potential von HCT116
Zellen vermindert. In den p53 k.o. Zellen konnte ein gegensatzliches Bild beobachtet werden.
Der hemmende Effekt von Urolithin A scheint hier aufgehoben zu sein. Das respiratorische
Potential ist héher verglichen mit der Kontrolle, wahrend das glykolytische Potential beinah
unverandert bleibt in DMSO- bzw. Urolithin A-behandelten Zellen (siehe Abbildung 27 und
Abbildung 28). Das metabolische Potential ist insgesamt héher als bei der Kontrolle und die
Zellen gehen in einen energetischeren Zustand. Man kann also davon ausgehen, dass der
Wirkmechanismus von Urolithin A, was den Zellmetabolismus betrifft, p53-abhangig ist bzw.

in die Signalkaskade dieses Gens eingreift.
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Abbildung 27: Respiratorisches Potential nach Behandlung mit 30 uM Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, HCT 116 p53
k.o., OCR= Oxygen Consumpation Rate, n=3, Mittelwert + SD, t-Test, *p < 0,05
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Abbildung 28: Glykolytisches Potential nach Behandlung mit 30 uM Urolithin A, 0,1% DMSO als Kontrolle, HCT 116 p53 k.o.,
ECAR=extracellular acidification rate, n=3, Mittelwert + SD, t-Test, *p < 0,05

Da p53 in einem GroBteil der Tumore mutiert oder funktionsunttichtig ist, spielt es eine groB3e
Rolle fur die Entwicklung von neuen zytostatischen Substanzen und in weiterer Folge
Medikamenten. Die hemmenden Effekte von Urolithin A im WT scheinen in den p53 k.o. Zellen
sogar ins Gegenteil zu kehren. Durch eine Mutation von p53 kénnte sich ein Tumor also vor
Urolithin A schiitzen. Um mit Sicherheit sagen zu kénnen, ob Urolithin A den zellularen
Metabolismus p53-abhangig beeintrachtigt, sind zahlreiche weitere Studien auf jeden Fall

notwendig.
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3.7. Fazit und Ausblick

Enterolakton und S-Equol zeigten weder als Einzeldosis noch in Kombination mit Oxaliplatin
einen wachstumshemmenden Effekt auf HCT116-Kolonkarzinomzellen. S-Equol scheint sogar
einen schitzenden bzw. antagonistischen Effekt gegenuber Oxaliplatin zu haben v.a. in
niedrigeren Konzentrationen von Oxaliplatin bis 5 puM. Die bisher beobachteten und
berichteten positiven Effekte von S-Equol (12), kénnten durch andere Angriffspunkte als
Proliferation zustande kommen, oder die hier getesteten Konzentrationen liegen unterhalb des

wirksamen Bereichs.

Einzig Urolithin A konnte einen merklich wachstumshemmenden Effekt auf HCT116 Zellen
auslben. Dieser Effekt scheint in Abhangigkeit zu dem Tumorsuppressorgen TP53 zu stehen,
da in den p53 k.o. Zellen héhere 1Cso-Werte bestimmt wurden. Bisherige Studien konnten den
antiproliferativen Effekt von Urolithin A bestatigen, auch wenn die Effekte stark zwischen den
unterschiedlichen Darmkrebszelllinien variieren. Urolithin A induzierte einen Zellzyklusarrest
in der G2/M-Phase, was ebenfalls mit der bisherigen Studienlage Ubereinstimmt.

Da niedrige Konzentrationen (1-15puM) von Urolithin A einen additiven oder gar
synergistischen Effekt mit Oxaliplatin haben, kénnte das neue Mdglichkeiten zur Steigerung
der Wirksamkeit und Dosisreduktion von Oxaliplatin — und damit weniger ungewtinschte
Arzneimittelreaktionen — erdéffnen, die die Lebensqualitat der Patientinnen und Patienten

bedeutsam verbessern kdnnte.

Wir konnten beobachten, dass Urolithin A die basale Glykolyse-Rate erhdhen und die
metabolische Reserve von HCT116 Zellen verringern kann. In p53 k.o. Zellen war dieser Effekt
nicht mehr zu beobachten, was einen weiteren Hinweis auf die p53-Abhangigkeit der Urolithin
A Wirkung liefert.

Andere vielversprechende Substanzen, wie 3-Bromopyruvat, greifen ebenfalls den zellularen
Energiestoffwechsel an. Durch die Alkylierung des Schliisselenzym der Glykolyse, der
Hexokinase I, wird die Glykolyse gehemmt und die ATP-Level v.a. in Krebszellen, die den
Warburg-Metabolismus fahren, sinken ab (63). Dadurch werden auch andere Signalwege
beeinflusst und es kommt dosisabhangig zum apoptotischen und nekrotischen Zelltod.
Allerdings sprechen verschiedene Zelllinien auch unterschiedlich stark an (64).

3-Bromopyruvat und Urolithin A beeinflussen also beide den zellularen Energiestoffwechsel.
Um den Wirkmechanismus von Urolithin A naher beschreiben zu kénnen, sind weitere Studien
nétig. Ob auch bei Urolithin A und 3-Bromopyruvat eine additive oder gar synergistische
Wirkung vorliegt, wird mit Sicherheit Thema weiterer Forschung sein, genauso wie die Frage,
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ob und wie die Beobachtungen zu p53, Zellmetabolismus und Zellzyklusarrest kausal

zusammenhangen.
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5. Anhang

5.1.  Abkilrzungsverzeichnis

A
AFU

APC-Gen
ATP

Bax

CDK
Cl
CRC

ddH20

DMEM
DMSO
DNS

ECAR
EL
ERB

FACS
FAP
FBS
FSC
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arbitrary  fluorescence units, beliebige
Fluoreszenzeinheiten

Adenomatdses Polyposis Coli Gen
Adenosintriphosphat

Bcl-2-assoziiertes Protein x

Cyclin-abhangige Kinasen
Combinatorial Index, Kombinationsindex
Colorectal cancer

double-distilled water, doppelt-destilliertes
Wasser

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Extracellular Acidifiction Rate
Enterolakton
Estrogenrezeptor beta

Fluorescence Activated Cell Sorter
Familidare adenomatdse Polyposis

fetales bovines Serum

forward scatter, Vorwartsstreulicht



HNPCC

ICs0

iUroA

k.o.
KRK

M

MAP
MDM2-Gen
MLH1
MLH2
mRNA

MSI

NAD(P)H

OCR
O-DMA

PBS
Pl

RNS
ROS

hereditary non-polyposis colorectal cancer,
hereditares kolorektales Karzinom ohne
Polyposis

half maximal inhibitory concentration,
mittlere inhibitorische Konzentration
Isourolithin A

knock-out
Kolorektales Karzinom

MUTYH-assoziierte Polyposis
mouse double minute 2-Gen
MutL Homolog 1

MutL Homolog 2
messenger-RNA
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)

Oxygen Consumption Rate
O-Desmethylangolesin

phosphat-gepufferte Salzlésung
Propidiumiodid

Ribonukleinsaure
reactive oxygen species, reaktive
Sauerstoffspezies



SDG
SECO
SNP

SSC

TIGAR

TILs

TP53

UroA
UroB

WT

Secoisolariciresinol-diglycosid
Secoisolariciresinol

single nucleotide polymorphism,
Einzelnukleotid-Polymorphismus
side scatter, Seitenstreulicht

TP53-induced glycolysis and apoptosis
regulator, TP53-induzierte Glykolyse- und
Apoptoseregler

tumor-infiltrating lymphocytes,
tumorinfiltrierende Lymphozyten
Tumorsuppressorgen 53

Urolithin A
Urolithin B

Wildtyp
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