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Die pH-Wert Regulation in kultivierten MCF-7 Mammakarzinomzellen

Zusammenfassung

Mit Hilfe des Fluoreszenzindikators BCECF wurde die Regulation des cytosoli-
schen pH (pH;) in kultivierten MCF-7 Brustkrebszellen untersucht. Ziel der Ar-
beit war es, die unterschiedlichen Mechanismen zur Regulation des pH; zu be-
schreiben. Dazu wurde zum einen die Reaktion der Zellen auf unterschiedlich
starke  Ansauerung mit  Natriumpropionat in Form einer Dosis-
Wirkungsbeziehung ermittelt und weiterhin die antiproliferative Wirkung einer
pHi-Senkung in einer MCF-7 Zellkultur geprift. Zum anderen wurden die ver-
schiedenen, zur Konstanthaltung des pH; vorhandenen Systeme mit Hilfe von
spezifischen Inhibitoren nachgewiesen und untersucht. Dartber hinaus sollten
Temperatureinflisse Informationen Uber den Einflul® der Veranderung von Re-
aktionsgeschwindigkeit und Membranfluiditat auf die pH-Wertregulation liefern.
Zusatzlich sollte der EinfluR der adrenergen Transmitter Noradrenalin und ATP
auf den Ruhe-pH; und den Wiederanstieg getestet werden.

» Die Dosis-/Wirkungsbeziehung zwischen Ansauerung mit Natriumpropionat
und Verhalten des pH; zeigt, dal® ein starker Saurereiz (20 mM Natriumpropio-
nat) einen steilen Abfall des pH; hervorruft, der von einem Wiederanstieg gefolgt
ist. Dabei erreicht der pH; nach ca. 40 min ein stabiles Plateau, das ca. 0,06
Einheiten unter dem Ausgangswert vor Ansauerung liegt. Nach schwachen
Saurereizen (0,2 mM Natriumpropionat) fallt der pH; hingegen stetig ab. Ein
Wiederanstieg wird nicht beobachtet. Nach ca. 50 min liegt der pH; um 0,28 pH-
Einheiten unter seinem Ausgangswert vor Zugabe des Natriumpropionats.

= Obwohl der pH; nach hoher Saurebelastung durch den Wiederanstieg naher
am Ausgangswert vor Ansauerung liegt als nach niedriger Belastung, haben
hohe Natriumpropionatkonzentrationen einen Stillstand des Wachstums der
Krebszellen in der Zellkultur zur Folge, wahrend nach Belastung mit niedrigen
Konzentrationen ein, wenn auch eingeschranktes, Wachstum noch moglich ist.
= Mittels der Inhibitoren Bafilomycin A4, EIPA und Lonidamin konnten die drei
wichtigsten bicarbonatunabhangigen Transportproteine V-Typ H*-ATPase, Na'-
/H*-Antiporter und Lactat-/H*-Symport funktionell und beziiglich ihrer jeweiligen
Aktivitat nachgewiesen werden. Auf den Ruhe-pH; haben dabei EIPA und Loni-

damin die grof3te Wirkung, auf den frihen Wiederanstieg nach intrazellularer
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Ansauerung hingegen Bafilomycin A4, wahrend EIPA und Lonidamin den spa-
ten Anteil des Wiederanstiegs hemmen.

* Durch hohe Temperaturen (42°C) laflt sich vor allem der frihe Wiederan-
stieg stimulieren. Niedrige Temperaturen (22°C) haben hingegen einen hem-
menden Einflul® auf die frihe und auf die spate Phase.

= Noradrenalin wirkt stimulierend auf den spaten Anteil des Wiederanstiegs
wahrend ATP vor allem die frihe Phase aktiviert.

Die Ergebnisse zeigen, dall nach niedrigen Dosen Natriumpropionat der ge-
wunschte Effekt (intrazellulare Ansauerung) viel starker eintritt als nach hoheren
Dosen. Dennoch haben hohe Konzentrationen einen Stillstand des Wachstums
der Krebszellen zur Folge wahrend nach Belastung mit niedrigen Konzentratio-
nen ein, wenn auch eingeschranktes, Wachstum noch maoglich ist. Es ist anzu-
nehmen, dal} die fur das Wachstum erforderliche Energie durch die erforderli-
che pH-Regulation nicht mehr zur Verfugung steht. Die Ergebnisse der Hemm-
versuche zeigen, dal alle drei Transporter in den MCF-7 Zellen vorhanden und
an der Regulation des pH; maligeblich beteiligt sind. Dabei haben im Ruhezu-
stand der Zelle der NHE und der Lactat-/H*-Symport die groRte Aktivitat, wah-
rend nach Saurebelastung die V-Typ H*-ATPase in der frihen Phase und der
NHE in der spaten Phase des Wiederanstiegs am aktivsten sind. Die frihe
Phase des Wiederanstiegs ist durch erhdhte Temperatur sowie durch Zugabe
von ATP stimulierbar. Die spate Phase kann durch Noradrenalin aktiviert wer-

den.
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