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 Inhaltszusammenfassung:

Die Rolle von Ascorbat (AA) in der Krebstherapie wird seit Jahrzehnten kontrovers diskutiert. Kürzlich erregten drei Publikationen in PNAS zu hochdosiertem AA aus Mark Levines Arbeitsgruppe am NIH Aufsehen: Zunächst wurde eine H2O2-vermittelte zytotoxische Wirkung von hochdosiertem AA auf humane Lymphom- und Mamma-Karzinom-Zelllinien in vitro gezeigt (Chen et al. 2005). Anschließend wurden in vivo in der Extrazellulärflüssigkeit von Ratten nach i.v.-Gabe von Hochdosis-AA Ascorbylradikale und daraus gebildetes H2O2 nachgewiesen (Chen et al. 2007). Zuletzt erwies sich hochdosiertes AA im Mausmodell als wirksam gegenüber verschiedenen malignen Tumoren (Chen et al. 2008). 

In Anwesenheit niedriger (physiologischer) Ascorbatspiegel erfolgt in malignen Zellen in vitro ein gesteigerter Abbau von HIF-1 alpha (Knowles et al. 2003). Dies führt zu einer Umlenkung der glykolytischen Energiegewinnung in Richtung oxidative Phosphorylierung (OXPHOS), was einen vermehrten Anfall von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) nach sich zieht. Krebszellen zeichnen sich häufig durch eine gesteigerte aerobe Glykolyserate aus und werden üblicherweise in AA-freiem Milieu kultiviert. Entsprechend ist dieser Befund gerade für in vitro-Untersuchungen an Krebszellen von Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde (1) die Zytotoxizität von hochdosiertem AA und H2O2 auf die Neuroblastomzelllinien Kelly (N-myc-Amplifikation) und SK-N-SH (keine N-myc-Amplifikation) bestimmt. Weiterhin wurde analysiert, wie sich niedrigdosiertes AA oder 2-Deoxy-D-Glukose (dG) auf Vitalität und Wachstum der Zellen auswirken (2). Schließlich wurde (3) der Effekt von Dichloressigsäure (DCA) auf Wachstum und Glykolyserate von Kelly-Zellen untersucht. 

Ad 1: Gemäß Mark Levines Publikationen wirkten steigende Konzentrationen AA (bis 10 mmol/l) oder H2O2 (bis 200 µmol/l) zunehmend zytotoxisch auf Kelly- und SK-N-SH-Zellen. Dehydroascorbat (bis 10 mmol/l) besaß einer der AA-Wirkung vergleichbare Zytotoxizität. Beide Zelllinien konnten als Bolus zugegebenes oder kontinuierlich gebildetes (Glukose/ Glukose-Oxidase) H2O2 mit steigender Zellzahl und Inkubationszeit effizienter entgiften. 

Ad 2: Bei Kelly-Zellen fiel ein reduziertes Wachstum in AA-haltigem Medium (50 µmol/l) auf, was auf eine verminderte Glykolyserate zurückzuführen sein könnte: Diese Zellen zeigten im Vergleich zu Zellen aus AA-freier Kultur eine etwas geringere Glukoseutilisation und Laktatproduktion. Für SK-N-SH-Zellen konnte dies nicht gezeigt werden. dG wirkte mit steigender Konzentration (bis 2 mmol/l) zunehmend zytotoxisch auf beide Zelllinien, wobei bei Kelly-Zellen eine höhere Resistenz von Zellen in AA-haltigem Milieu (50 µmol/l) auffiel. Die glykolysehemmende Wirkung von dG konnte anhand des Glukoseverbrauchs und der Laktatproduktion jedoch nicht demonstriert werden. 

Ad 3:  DCA (500 µmol/l - 2 mmol/l) führte zu einer ca 20%igen Wachstumshemmung  bei Kelly-Zellen. Gemäß dem Wirkmechanismus der Substanz (Aktivierung des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, Umlenkung der Glykolyse in Richtung OXPHOS) wurden zeitgleich eine Abnahme von Glukoseverbrauchs und  Laktatproduktion gemessen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Hinweise gefunden, dass Neuroblastomzellen mit N-myc Amplifikation zur Energiegewinnung bevorzugt die aerobe Glykolyse nutzen. Durch Umlenkung des Stoffwechsels von der Glykolyse in Richtung OXPHOS (z.B. durch DCA), was mit einer vermehrten Bildung zytotoxischer ROS verbunden ist, könnten sich neuartige Therapiestrategien ergeben. Von besonderem Interesse - gerade hinsichtlich der Behandlung schwer therapierbarer Krebserkrankungen wie des Neuroblastoms - ist auch die Rolle von hochdosiertem, prooxidativ wirksamen AA. Nach vielversprechenden Versuchen am Mausmodell sind am NIH klinische Studien in Vorbereitung.





 Abstract:

For decades there has been a controversy on the benefit of using ascorbate (AA) in cancer therapy. Lately, three articles in PNAS by Marc Levine et al. (NIH) generated new interest in the use of high dose ascorbate: First, high doses of ascorbate were shown to be cytotoxic to human lymphoma and mamma carcinoma cell lines in vitro. Cytotoxicity was mediated by H2O2 (Chen et al. 2005). Secondly, ascorbyl radical and H2O2 could be detected in the extracellular fluid of rats after intravenous application of high ascorbate doses. H2O2 was formed from ascorbate via ascorbyl radical (Chen et al. 2007). Thirdly, it was shown that high doses of ascorbate could reduce the growth rates of various malignant tumours in the mouse model (Chen et al. 2008). 

In vitro, in the presence of low (physiological) ascorbate concentrations the degradation of HIF-1 alpha is increased in malignant cells (Knowles et al. 2003). Energy metabolism is shifted from glycolysis to oxidative phosphorylation (OXPHOS). As a consequence, higher amounts of reactive oxygen species (ROS) are formed. An increased rate of aerobic glycolysis is characteristic for many malignant cells. Usually, these cells are cultivated in the absence of ascorbate. So this result is of importance, especially for in vitro-experiments with cancer cells.   
 
We examined (1) the cytotoxicity of high ascorbate concentrations and H2O2 to the neuroblastoma cell lines Kelly (N-myc-amplification) and SK-N-SH (N-myc not amplified). Furthermore, we analysed the effect of low concentrations of ascorbate or 2-deoxy-D-glucose (dG) on the vitality and the growth of both cell lines (2). At last (3), we examined the effect of dichloroacetate (DCA) on the growth and on the rate of glycolysis of Kelly cells.

Ad 1: In accordance to the results of Mark Levine, AA (up to 10 mmol/l) or H2O2 (up to 200 µmol/l) were cytotoxic to Kelly and SK-N-SH cells. The cytotoxicity increased with the concentration of the substances. The cytotoxicity of dehydroascorbate (up to 10 mmol/l) was similar to the cytotoxicity of AA. Kelly cells and SK-N-SH cells were able to metabolise H2O2 if it was given as bolus and if it was formed continuously (glucose/ glucose-oxidase). The higher the cell number and the longer the incubation time, the higher was the efficiency of the metabolisation. 

Ad 2: In cell culture medium with AA (50 µmol/l) the growth of Kelly cells was reduced. This could be due to a decreased rate of glycolysis. In comparison to Kelly cells that were cultivated in the absence of ascorbate, glucose consumption and lactate production by Kelly cells was a little smaller in the presence of the AA. For SK-N-SH cells, this could not be shown. dG (up to 2 mmol/l) was cytotoxic to Kelly and SK-N-SH cells and the cytotoxicity increased with the substance concentration. Kelly cells, that were grown in the presence of AA (50 µmol/l), were more resistant to dG than Kelly cells cultivated in the absence of AA. By analysis of glucose consumption and lactate production, it could not be shown that dG inhibits glycolysis.

Ad 3: By treatment with DCA (500 µmol/l – 2 mmol/l) growth of Kelly cells was reduced by 20%. In accordance with the molecular function of the substance (activation of the pyruvate-dehydrogenase-complex, shift of the energy metabolism from glycolysis to OXPHOS), glucose consumption and lactate production decreased at the same time. 

Our results suggest that neuroblastoma cells with N-myc-amplification may preferentially use aerobic glycolysis for energy production. If the energy metabolism of the cells is shifted from glycolysis to OXPHOS (by DCA, e.g.), more ROS are formed, that are cytotoxic. This could be the basis for new strategies in the therapy of cancer. Furthermore, the role of high dose, prooxidative AA is of particular interest – especially for the therapy of cancer with limited therapeutic options such as neuroblastoma. Based on the promising results in the mouse model, clinical trials are being planned at the NIH.
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