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Abkirzungsverzeichnis

ATP — Adenosintriphosphat

ADP- Adenosindiphosphat

BP - Basenpaare

cHL — klassisches Hodgin-Lymphom

COX — Cytochrom C Oxidase

DNA - Desoxyribonukleinsaure

FAD — Flavin-Adenin-Dinukleotid

GHSK — German Hodgkin Studygroup — Deutsche Hodgkin Studiengruppe
HK - Hexokinase

HL — Hodgkin Lymphom

HRS-Zellen- Hodgkin und Reed-Sternberg-Zellen

JAK - Januskinase

mtDNA -mitchondriale Desoxyribonukleinsaure

NAD - Nicotinamidadenindinukleotid

ND1-ND6 - NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase-Ketten-Protein 1-6

ND4L - NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase-Ketten-Protein-4L

NF-kappa-B — Nukleéarer Faktor ,kappa-light-chain-enhancer* von aktivierten B-Zellen
NRNA - nuklearer Ribonukleinsdurestrange

NRF-1 - nukledrer Atmungsfakor 1

NRF-2 — nuklearer Atmungsfaktor 2

OXPHOS - oxidative Phosphorylierung

PGC-1alpha - Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor Gamma Koaktivator
PFK1 — Phosphofruktokinase 1

PK - Pyruvatkinase

PET-CT - Positronen-Emissions-Tomographie

rRNA — ribosomale Ribonukleinsaurestrange

STAT - Signaltransducer und Aktivatoren der Transkription

TFAM - mitochondrialer Transkriptionsfaktor A

tRNA — Transfer-Ribonukleinsaurestrange

UPR™ - unfolded protein response — Signalantwort auf ungefaltete Proteine



1. Zusammenfassung

Funktionierende Mitochondrien sind tber den Citratzyklus und die Atmungskette sowohl flr
den Stoffwechsel als auch flr die Energiegewinnung von Tumorzellen von entscheidender
Bedeutung. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass zwei etablierte Zelllinien des klassischen
Hodgkin-Lymphoms (cHL) Mutationen in der mitochondrialen DNA (mtDNA) aufwiesen und
dadurch eine reduzierte basale Aktivitat der Atmungskettenkomplexe zeigten. Diese mtDNA-
Mutationen flhrten jedoch nicht zu einem bioenergetischen Defekt, sondern Iésten eine
retrograde Signalreaktion aus, welche die mitochondriale Biogenese anregte, die
mitochondrialen Masse erhdhte und mit einer gesteigerten anabolen Funktion der
vorhandenen Mitochondrien einherging. Folgerichtig wurde die Proliferation von cHL Zellen in
vitro sowie das Lymphomwachstum in Mausen in vivo geférdert. Wurde die Assemblierung
von Komplex | der Atmungskette durch Ausschaltung einer seiner Untereinheiten gestort, kam
es zu einer weiteren Zunahme der mitochondrialen Masse und Steigerung der mitochondrialen
Funktion und folglich zu einer weiteren Beschleunigung des Tumorwachstums in vivo. Im
Gegensatz dazu wurde durch den mitochondrialen Komplex-I-Inhibitor Metformin in Mausen

die mitochondriale Atmung in vivo gehemmt und das Tumorwachstum langsamer.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass moderat schadliche mtDNA-Mutationen in cHL-
Krebszellen zu einer Zunahme der mitochondrialen Masse als kompensatorischer Effekt Uber
einen retrograden Signalweg flhren. Dieser flhrt Uber die dadurch verbesserte anabole

Funktion zu einem gesteigerten Tumorwachstum.



2.  Einleitung

21. HODGKIN LYMPHOM

Das Hodgkin Lymphon (HL) ist eine Tumorerkrankung, welche sich haufig in den peripheren
Lymphknoten manifestiert. Sie kann aber auch andere Organe wie die Leber, die Lunge und
das Knochenmark betreffen.” Benannt ist die Krankheit nach Thomas Hodgkin, der die

Erkrankung im Jahr 1832 zuerst beschrieb.?

2.1.1. Epidemiologie

Das HL ist eines der haufigsten Lymphome in der westlichen Welt mit einer jahrlichen
Inzidenzrate von etwa 3 Neuerkrankungen im Jahr/100.000 Personen in Deutschland, womit
es insgesamt trotzdem eine seltene Erkrankung ist." Im Jahr 2020 wurden weltweit etwa
83.000 neue Falle erfasst, was einer weltweiten Inzidenz von etwa 1/100.000 entspricht.
Hierbei zeigen sich deutliche regionale Unterschiede mit den hochsten Inzidenzen in
Sldeuropa, Nordeuropa, Australien und Neuseeland sowie Westeuropa. Die niedrigsten
Inzidenzen zeigen sich in Ostasien, Sudostasien, Mittelafrika und Melanesien. Insgesamt tritt
das HL bei Mannern doppelt so haufig auf wie bei Frauen.? Bei Jugendlichen zwischen 15 und

19 Jahren zahlt das HL zu den haufigsten Tumorerkrankungen.*

2.1.2. Histologische Einteilung

Die Einteilung des HL erfolgt historisch histopathologisch. Hierbei werden das sogenannte
klassische HL, welches die Entitaten (I) nodular-sklerosierender Typ, (lI) Mischtyp, (lll)
lymphozytenreiches HL und (IV) lymphozytenarmes, klassisches HL umfasst und das nodulare
lymphozytenpradominante HL (NLPHL) unterschieden.! Etwa 90% des cHL werden durch die
beiden Subtypen nodulér sklerosierend (ca. 60%) und Mischtyp ausgemacht (ca. 30%). Das
NLPHL sorgt insgesamt nur fiir etwa 5% der Falle des HL.5

Fir die klinische Behandlung spielt die histopathologische Einteilung heutzutage keine Rolle
mehr. Fir die vorliegende Arbeit ist es aber wichtig zu erwahnen, dass im cHL die
charakteristischen Tumorzellen als Hodgkin und Reed-Sternberg-Zellen (HRS-Zellen)
bezeichnet werden.® Die Bezeichnung dieser Zellen stammt aus dem Jahr 1902, in welchem
diese Zellen das erste Mal von Dorothy Reed und Carl Sternberg beschrieben wurden.®
HRS-Zellen sind im cHL nicht die vorherrschende Zellpopulation, sie machen in der Regel nur
zwischen 1 und 10% der vorhandenen Zellen aus. Der Grofdteil der Zellen des cHL sind
gemischt immunzellulare Infiltrate.® Der folgende Teil konzentriert sich auf die HRS Zellen des
cHL.

2.1.3. Biologie des klassischen Hodgkin Lymphoms
Die HRS-Zellen des cHL stammen wahrscheinlich von B-Zellen in verschiedenen

Entwicklungsstadien aus dem Keimzentrum ab, welche im Laufe ihrer Entwicklung nachteilige
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Mutationen an der variablen Kette der Immunglobuline erworben haben.® Durch eine nicht
vollstandig verstandene Neuprogrammierung der Genexpression werden mehrere Signalwege
und Transkriptionsfaktoren in HRS Zellen des cHL im Laufe ihrer Entwicklung so dysreguliert,
dass die HRS Zellen der Apopotose entkommen kénnen. 7 Interessanterweise zeigen sich in
HRS Zellen kaum noch typische B-Zell Gene, dagegen tragen sie viele genetische
Eigenschaften von anderen Zellen des Immunsystems.® Die genaue biologische
Aufschlisselung der Mechanismen, welche zur Veranderung der HRS Zellen flhren, ist bisher
nicht gelungen. Es gibt aber einige Signalwege, bei denen eine Beteiligung flir sehr
wahrscheinlich gehalten wird. Hierzu zahlen unter anderem der NF-kappa-B-Signalweg® und
die JAK-STAT-Signalkaskade.'® Wie bereits beschrieben, bestehen Lymphknoteninfiltrate
aber nicht fuhrend aus HRS-Zellen, sondern es besteht eine entziindliche Mikroumgebung.
Dieses Milieu beglinstigt das Uberleben von HRS-Zellen ebenso und tragt dazu bei, dem
Angriff natrlicher Killerzellen oder zytotoxischer T-Zellen Uber verschiedene Signalwege zu

entgehen.'-"3

2.1.4. Klinik und Therapie

Klinisch macht sich das cHL insbesondere durch eine sogenannte B-Symptomatik bemerkbar.
Hierzu gehdren Fieber, Nachtschweil® und ungewollter Gewichtsverlust. Oft bemerken die
Patient:innen auch Lymphknotenschwellungen, insbesondere zervikal oder axillar. Die
klinische Einteilung erfolgt nach der sogenannten Ann-Arbor-Klassifikation in verschiedene
Riskogruppen (frihe Stadien, mittlere Stadien und fortgeschrittene Stadien), welche sich aus
der Ausbreitung des Lymphknoten- bzw. Organbefalles und dem Vorhandensein einer B-
Symptomatik ergibt. Hinzukommen festgelegte Risikofaktoren der Deutschen Hodgkin
Studiengruppe (GHSG), welche die Einteilung in Risikogruppen mit beeinflussen.’ Die
Erstlinientherapie besteht in der Regel aus einer Polychemotherapie, es gibt aber auch neuere
Therapieansatze mit monoklonalen Checkpoint-Inhibitoren  wie  Nivolumab und
Pembrolizumab. 16

Insgesamt besteht beim Hodgkin-Lymphom eine Heilungsrate von 80-90%.""

2.2. MITOCHONDRIEN UND ENERGIEHAUSHALT

2.2.1. Glykolyse

In gesunden menschlichen Zellen findet anaerobe Glykolyse klassischerweise nur dann statt,
wenn kein ausreichendes Angebot an Sauerstoff zur Verfligung steht, z.B. in der Muskulatur
bei rascher Aktivierung. Glukose wird tUber den Glukose-1-Transporter (GLUT-1) in die Zelle
transportiert. Dabei werden durch den Abbau eines Molekills Glukose zu zwei Laktat-
Molekiilen netto zwei Molekiile Adenosintriphosphat (ATP) generiert.’® Abbildung 1 zeigt den

Mechanismus:
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Abbildung 1: Darstellung der Glykolyse: Intrazelluldre Spaltung von Glukose Uber Fruktose
und Pyruvat zu Laktat, hierbei entstehen 2 Molekule ATP. Die Abbildung stammt aus
Loffler/Petrides/Heinrich: Biochemie und Pathobiochemie, 8. Auflage 2007, Springer Verlag.

2.2.2. Die mitochondrialen Atmungskette

Die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) dient der Energiegewinnung in Mitochondrien
durch die Atmungskette. Uber die Mitochondrien erfolgt in gesunden Zellen der Grofteil der
Energiegewinnung. Bei der Oxidation von Nahrstoffen wie Fettsauren und Glukose werden
Elektronen auf die Redox-Coenzyme Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) Ubertragen. Diese werden durch Elektronenibertragung durch die
Atmungskettenkomplexe | bis IV genutzt, um einen Protonengradienten an der inneren
Mitochondrienmembran zu erzeugen. Am Komplex V (oder auch ATP-Synthase) wird dieser
Gradient genutzt um Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) zu
phosphorylieren. Bereits minimale Veranderungen der Atmungskettenaktivitat fihren zu

Erkrankungen.'®

Komplex | ist der grote Komplex der Atmungskette. Er besteht aus 14 Kernuntereinheiten

und 31 weiteren Untereinheiten.?® Dabei werden die sieben intramembrandsen
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Kernuntereinheiten NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase-Ketten-Protein 1-6 (ND1-ND6) und
NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase-Ketten-Protein-4L (ND4L) im mitochondrialen Genom
kodiert.?!?2 Die Kernuntereinheiten sind sowohl in der Matrix als auch in der Membran von
einem Netz von weiteren Untereinheiten umgeben, die fir den Zusammenbau und die
Stabilitadt des Komplexes essentiell sind.?®> Funktionell werden am Komplex | durch die
Reduktion von NADH zu NAD+ vier Protonen durch die innere Mitochondrienmembran

beférdert, die zum Aufbau des Elektronengradienten beitragen.

Komplex Il ist das Bindeglied zwischen dem Krebszyklus und dem OXPHOS System.?
Dieser Komplex verbindet die Oxidation von Succinat zu Fumarat mit der Reduktion von
Ubichinon zu Ubichinol. Ubichinol wiederum wird als Substrat in Komplex Ill eingeschleust.

Komplex Il besteht aus vier Untereinheiten, die alle im Zellkern kodiert werden.?*

Komplex Ill koppelt die Oxidation von Ubichinol aus Komplex Il an die Reduktion des
wasserloslichen Elektronenubertragers Cytochrom C. Hierbei werden zwei Elektronen aus der
Matrix aufgenommen und vier in den intermembrandsen Spalt abgegeben. Komplex Il hat
eine homodimere Struktur mit je drei katalytischen Untereinheiten pro Monomer. Nur eine
katalytische Untereinheit wird von der mitochondrialen DNA (mtDNA) kodiert (Cytochrom B).%

Zusatzlich zu den katalytischen Untereinheiten gibt es in Komplex 11l 8 weitere Untereinheiten.

Komplex IV nimmt die von Cytochrom C gelieferten Elektronen auf, um Sauerstoff zu Wasser
zu reduzieren, und Ubertragt zusatzlich fir jedes Cytochrom C-Molekil ein Proton in den
intermembrandsen Spalt.?® In den meisten Kristallstrukturen von isoliertem Komplex IV
erscheint dieser als Dimer. Jedes Komplex-IV-Monomer enthalt 13 Untereinheiten, von denen
die drei in die Membran eingebetteten Kernuntereinheiten von der mtDNA kodiert sind

(Cyctochrom C Oxidase (COX), wahrend die anderen im Kerngenom kodiert werden.?’

Komplex V synthetisiert schliel3lich ATP. Er besteht aus zwei Teilen: einem F1-Teil, der in die
Matrix des Mitochondriums hinein ragt und einen FO-Teil, der einen Protonenkanal durch die
innere Mitochondrienmembran bildet. Zwei Untereinheiten der ATP-Synthase sind mtDNA

kodiert .28
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Abbildung 2: Schematische  Darstellung des  Elektronenflusses Uber die
Atmungskettenkomplexe |-V, wie in Abschnitt 2.2.2. beschrieben. Die Abbildung wurde mit

Hilfe von BioRender.com erstellt.

2.2.3. Genetik der Mitochondrien

Die mtDNA ist ringférmig und umfasst knapp 17000 Basenpaare (BP). Sie enthalt 37 Gene,
hiervon kodieren 13 firr Proteine der Atmungskettenkomplexe, 22 fir transfer-RNAs (tRNAs)
und zwei fur ribosomale RNAs (rRNAs). mtDNA wird ausschlie3lich maternal vererbt, da die
Eizelle viele Mitochondrien enthalt und Spermien-Mitochondrien, die in die Zygote gelangen,
dort abgebaut werden. Alle anderen Proteine der Atmungskette und der Mitochondrien im
allgemeinen sind im Zellkern kodiert und werden importiert.2> Obwohl nur eine kleine Anzahl
der Atmungskettenproteine auf der mtDNA kodiert sind, sind diese essentiell, denn ohne diese
ist die OXPHOS nicht funktionsfahig.3® MtDNA enthalt keine Introns, und es gibt nur eine
langere, nicht kodierende Region, die als Kontrollregion bezeichnet wird. Die Kontrollregion
enthalt einen eigenen Promotor fir die Transkription jedes Strangs der mtDNA, d. h. den
Promotor des leichten Strangs (LSP) und den Promotor des schweren Strangs (HSP), sowie
regulatorische Sequenzen, die die mtDNA-Replikation und Transkription steuern.?® In jeder
Zelle liegen die Kopien der mtDNA im Bereich von 1000 bis 100.000 vor.3" Die Transkription
und Translation mitochondrialer Proteine ist ein streng berwachter und komplex regulierter
Prozess.*? Die Transkription der mtDNA wird bidirektional von den eng beieinander liegenden

Promotoren (HSP und LSP) innerhalb der D-Schleife ausgeldst. Fir die Transkription werden
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die mitochondriale  RNA-Polymerase und das  Strukturprotein  mitochondrialer
Transkriptionsfaktor A (TFAM) bendtigt, einem DNA-bindenden Stimulationsfaktor, der fir die
Erhaltung der mtDNA und Verpackung der mtDNA erforderlich ist.3334 Ebenso sind an der
Transkription mitochondriale Transkriptionsspezifitatsfaktoren (TFB1M und TFB2M) beteiligt,
welche im Zellkern wiederum von den Transkriptionsfaktoren nuklearen Atmungsfaktoren
(NRF-1 und NRF-2) gesteuert werden. Als wichtigster Koaktivator wird unter anderem
Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor Gamma Koaktivator (PGC-1alpha) postuliert.3*
PGC-1 stimuliert eine starke Induktion der NRF-1 und NRF-2-Genexpression; dartiber hinaus
bindet PGC-1alpha an den Promotor fir TFAM und koaktiviert so die Transkriptionsfunktion
von TFAM an der mtDNA.% Die Replikation der mtDNA erfolgt Gber die DNA Polymerase

gamma.?®

Kontrollregion HSP1 .

16sRNA

O Lgp

ND1 - Komplex | Untereinheiten

menschliche I - Komplex Il Untereinheit

| mtDNA Q—wem M - Komplex IV Untereinheiten
ND5
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur der mitochondrialen DNA.
Die mtDNA liegt ringférmig vor. Auf ihr werden 13 Proteine fiir die Atmungskettenkomplexe |
und II-IV kodiert, ebenso zwei rRNAs und 22 tRNAs. Die Abbildung wurde mit Hilfe von

BioRender.com erstellt.

13



2.3. MITOCHONDIREN IN TUMORERKRANKUNGEN

2.3.1. Der Warburg Effekt und metabolische Alterationen in Tumorzellen

Ein veranderter Energiestoffwechsel in Tumorzellen, wie beispielsweise den HRS-Zellen, ist
schon seit langer Zeit bekannt. In den letzten Jahrzehnten ist dieser Mechanismus wieder
vermehrt in den Fokus der Forschung ger(ickt.3®

Bereits in den 1920er Jahren verdffentlichte Otto Warburg seine Beobachtung, dass
Tumorzellen trotz der Anwesenheit von Sauerstoff grole Mengen Glukose in Laktat
umwandeln. Diese aerobe Glykolyse wurde als Warburg-Effekt bekannt.®” Es schien Warburg
auf den ersten Blick wie eine Verschwendung von reduziertem Kohlenstoff fur die Synthese
von Zellbausteinen, wobei dieser reduzierte Kohlenstoff eigentlich fur die Produktion von ATP
verwendet werden koénnte. Warburg postulierte sogar, dass der auslésende Faktor fir die
Krebsentstehung eine Stérung des OXPHOS sein kénne, deren Folge eine verstarkte
Glykolyse ist.®® Inzwischen geht man davon aus, dass die aerobe Glykolyse nicht die Folge
von Stérungen der OXPHOS ist, sondern viel mehr dazu dient, Teile des Glukosekohlenstoffes
gemeinsam mit Glutamin zur schnellen Generierung von Biomasse zu verwenden und damit
eine schnelle Zellteilung bei ausgeglichenem Redox-Gleichgewicht zu ermdglichen.®

Trotz der enormen Fortschritte, welche bei der Aufklarung der Mechanismen flr diese
metabolische Umprogrammierung gemacht wurden, ist die Rolle der mitochondrialen
Dysfunktion bei der Krebsprogression nach wie vor nicht vollstandig verstanden und
Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion.

Die derzeitige Kontroverse geht zurlick auf unterschiedliche Ansichten tUber den Aufbau und
die Funktionalitdt von Mitochondrien in Krebszellen, begrindet durch unterschiedliche und
scheinbar kontroverse grundlagenwissenschaftliche Befunde. Zahlreiche Studien zeigen
beispielsweise eine verminderte Expression mitochondrialer Enzyme bei verschiedenen
Krebsarten und sprechen sich flr eine Stérung der OXPHOS in Tumorzellen aus.**2 In einer
anderen Studien konnten in Endometriumkarzinomen gesteigerte Expressionsniveaus von
TFAM, NRF-1 und PGC-1alpha gezeigt werden, welche alle als Schlisselfaktoren der
mitochondrialen Biogenese fungieren.*® PGC-1alpha unterstitzt die mitochondriale Biogenese
in einigen Tumorzellen und unterstitzt damit Uber eine gesteigerte OXPHOS das
Tumorwachstum und die schnellere Metastasierung.** Damit Ubereinstimmend konnte in
Brustkrebszellen eine hohere Aktivitat der Cyctochrom C Oxidase (COX) und erhéhte Level
des mitochondrialen Markerproteins TOMM20 nachgewiesen werden. Diese waren
insbesondere in der am raschesten wachsenden Subpopulation des heterogenen
Brustkrebsgewebes nachweisbar, was beweist, dass einige Tumorzellen auf jeden Fall
intensiv die OXPHOS zum Wachstum nutzen.*® In Tumorzellen von Plattenepithelkarzinomen
des Kopf-Hals-Bereich wurde gezeigt, dass die vermehrte Glucose-Aufnahme in der

Positronen-Emissions-Tomographie (PET-CT) als negativer prognostischer Marker zu
14



verwenden ist. Genau in diesen Tumoren mit hoher Glukoseaufnahme zeigten sich aber
interessanterweise auch vermehrte Mengen ATP-Synthase ohne Steigerung anderer

Atmungskettenproteine.*®

2.3.2. Mitochondriale DNA Mutationen in Tumorerkrankungen

Mutationen in der mtDNA sind ein haufig diskutierter Faktor bei der Entwicklung von
Tumorzellen. 2006 wurde das erste Mal eine Metaanalyse durchgefihrt, welche die
verschiedenen beschriebenen mtDNA-Sequenzvarianten bei verschiedenen
Krebserkrankungen betrachtete. Uberraschenderweise ergab diese Metaanalyse, dass ein
signifikanter Anteil der bei Krebs gemeldeten mtDNA-Varianten mit denen tbereinstimmte, die
in verschiedenen menschlichen Populationen als Polymorphismen beobachtet wurden. Diese
Erkenntnis fuhrte zu der Hypothese, dass es zwei Klassen von mtDNA-Mutationen bei Krebs
geben koénnte: schwere Mutationen, die zur Krebsentstehung nicht beitragen, und mildere
Mutationen, die firr die Anpassung der Krebszellen wichtig sind.*!

Diese Hypothese wird gestitzt durch die Tatsache, dass sich in zahlreichen Studien mtDNA-
Mutationen bei einer Vielzahl von Krebsarten wie Schilddriisen-, Prostata-, Eierstock- Lungen-
und Brustkrebs sowie bei Lymphomen nachweisen lieRen*’, wahrend in anderen grof3en
Studien gezeigt werden konnte, dass schwerwiegende mtDNA Mutationen, welche
beispielsweise zu fehlerhafter oder fehlender Proteinsynthese flhren, in Tumorerkrankungen
nicht so haufig auftreten.*®4® Ebenso konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen ohne mtDNA
ein langsameres Wachstum aufweisen und mtDNA aus der Mikroumgebung aufnehmen um
ihre  Atmungskettenfunktion zu verbessern und somit ein schnelleres Wachstum zu
ermdglichen.®°

Andere Arbeiten konnten dagegen zeigen, dass die vermuteten Zusammenhange zwischen
mtDNA Mutationen und Krebsentstehung, beispielsweise bei der Entstehung von Brustkrebs,
nicht sicher nachvollziehbar sind.*

Insgesamt bleibt also der Einfluss von mtDNA Mutationen auf die Funktionalitat der
Mitochondrien in der Tumorentstehung trotzt tiefgreifender Forschungsarbeiten nicht klar

beantwortet und muss fiir verschiedene Tumorentitaten sehr differenziert betrachtet werden.

2.4. FRAGESTELLUNGEN UND ZIELE DER ARBEIT

cHL sind insgesamt selten, aber einer der haufigsten Tumore bei Jugendlichen. Insbesondere
in dieser Patientengruppe sollten Therapien so wenig toxisch wie maéglich sein. Daher ist eine
Erforschung therapeutischer Alternativen zur Polychemotherapie von potentiell grolRem
klinischen Nutzen. cHL sind gekennzeichnet durch pathognomonische HRS-Zellen, welche
einige funktionalen Besonderheiten aufweisen. Der Einfluss von mtDNA Mutationen auf die
Funktionalitdt der Mitochondrien in der Tumorentstehung, insbesondere auch in der

Entstehung von cHL ist nicht abschlieliend verstanden. Diese Arbeit hat zum Ziel, zu

15



untersuchen, inwiefern mtDNA Mutationen eine Rolle im Metabolismus der HRS-Zellen und
damit in der Pathogenese des cHL spielen. 2016 wurde bereits publiziert, dass HRS-Zellen
ihre OXPHOS zum Wachstum zwingend benétigen und eine erhéhte mitochondriale
Biogenese aufweisen.? Diese Befunde sollten mit den durchgefiihrten Experimenten bestatigt
werden und dariiber hinaus die Frage beantworten, welche Rolle mtDNA Mutationen bei dieser
Beobachtung spielen. Um insbesondere auch die funktionellen Auswirkungen von mtDNA
Mutationen untersuchen zu konnen, stellten wir den Anspruch, in vivo Experimente im
Tiermodell durchzufihren und das Tumorwachstum in Gegenwart unterschiedlicher

Mutationen und unter verschiedenen Behandlungen in vitro zu beurteilen.
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Abstract

Functioning mitochondria are crucial for cancer metabolism, but aeroblc glycolysis is still considered to be an important
pathway for energy production in many tumor cells. Here we show that two well established, classic Hodgkin lymphoma
(cHL) cell lines harbor deleterious variants within mitochondrial DNA (mtDNA) and thus exhibit reduced steady-state
levels of respiratory chain complexes. However, instead of resulting in the expected bioenergetic defect, these mtDNA
variants evoke a retrograde signaling response that induces mitochondrial biogenesis and ultimately results in increased
mitochondrial mass as well as function and enhances proliferation in vitre as well as tumor growth in mice in vivo. When
complex I assembly was impaired by knockdown of one of its subunits, this led to further increased mitochondrial

mass and function and, consequently, further accelerated tumor growth in vive. In contrast, inhibition of mitochondrial
respiration in vive by the mitochondrial complex I inhibitor metformin efficiently slowed down growth. We conclude that,
as a new mechanism, mildly deleterious mtDNA variants in cHL cancer cells cause an increase of mitochondrial mass and
enhanced function as a compensatory effect using a retrograde signaling pathway, which provides an obvious advantage for
tumor growth.
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Abbreviations
BFP blue fluorescent protein
cHL classic Hodgkin lymphoma
mtDNA mitochondrial DNA
NAO nonyl acridine orange
nDNA nuclear DNA
NRF-1 nuclear respiratory factor 1
PGC-1a peroxisome proliferator-activated

receptor gamma coactivator 1-alpha

RC respiratory chain
Introduction

An emerging hallmark of cancer cells is a reprogrammed energy
metabolism which is adapted to rapid proliferation (1). This is
partially achieved by converting large amounts of glucose to lac-
tate, despite the presence of oxygen, the well-known Warburg
effect (2,3). This seems to be at first glance a waste of reduced
carbon which could be used for adenosine triphosphate (ATF)
production, but is obviously necessary for the synthesis of cel-
lular building blocks. Warburg even postulated that the initiating
factor for cancer formation is an ‘injury’ to the oxidative phos-
phorylation system (OXPHOS), which results in enhanced
glycolysis (4). However, itis now widely accepted that aerobic gly-
colysis enables tumor cells to divert part of the glucose carbon,
together with glutamine, from mitochondrial ATP production
to biomass accumulation and consequently rapid cell division,
while maintaining an appropriate redox balance. Despite the
enormous progress made in elucidating the mechanisms for this
metabolic reprogramming, the role of mitochondrial dysfunction
in cancer progression still remains a contentious issue (5).

Besides their classic roles, namely ATP generation, calcium
handling and apoptosis, it recently became clear that mitochon-
dria also play an essential role in anabolic pathways and act as
important signaling hubs critical for normal cell function (5). The
organelles are under dual genetic control—the 16.6-kbmitochon-
drial genome (mtDNA) and the nuclear genome, which together
encode for approximately 1200 proteins of the mitoproteome.
mtDNA encodes two TRNAs, 22 tRNAs and 13 of about 100 pro-
teins of the mitochondrial respiratory chain (RC) (6).

The current controversy stems from different views on
the content and functionality of mitochondria in cancer cells,
strongly supported by different and seemingly controversial
findings. There are numerous studies showing decreased ex-
pression of mitochondrial enzymes in different cancer types
(7-9). Warburg’s original hypothesis is supported by a large body
of observations pointing to the presence of mtDNA mutations
in a wide variety of cancer types like thyroid, prostate, ovarian,
lung and breast cancer as well as lymphomas (6). Howevet, con-
clusive evidence for a causal link between such mtDNA variants
and cancer metabolism or initiation is still lacking.

Moreover, two recent large-scale studies examining the mu-
tational landscape of the mitochondrial genome in over 2000
human cancers across more than 20 tumor types suggested that
there is strong selective pressure against severely deleterious
mtDNA alterations, like mutations resultingin protein truncation,
emphasizing that functional mitochondria are indeed required in
tumor cells (10,11). However, others consider variants of mDNA
either to be random or, in stark contrast, even drivers of patho-
genicity (12). Higher expression levels of mitochondrial transcrip-
tion factor A, nuclear respiratory factor 1(NRF-1) and peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-
1a), key factors in the pathway regulating mitochondrial biogen-
esis, have been observed in endometrial cancer tissue, suggesting
an upregulation of mitochondrial biogenesis in some cancer

cells (13). In agreement, high cytochrome ¢ oxidase (COX) activ-
ities measured in sitit and elevated levels of the mitochondrial
marker protein TOMM20 have been shown in the most rapidly
proliferating subset of cells of the heterogeneous breast cancer
tissue, again confirming the existence of cancer cell types with
high OXPHOS levels (14). We have shown previously that high glu-
cose uptake (flucrodeoxyglucose positron emission tomography)
correlates with poor prognosis in head and neck squamous cell
carcinoma, as expected, but surprisingly it was accompanied by
high levels of the ATP-synthase, but not of other mitochondrial
proteins (15). Additionnally, it has been demonstrated that PGC-
1o mediates mitochondrial biogenesis with increased OXPHOS in
some cancer cells to promote tumor growth and metastasis, while
the loss of PGC- 1a as well as mtDNA protects against formation of
several tumor entities in vivo (16,17). Increased mitochondrial bio-
genesis can thus lead to diverse metabolic alterations in tumor
cells depending on the cell and tumor type.

In this study, we examine the presence of pathogenic mtDNA
mutations in classic Hodgkin and Reed-Sternberg lymphoma
(cHL) cell lines, in whichincreased mitochondrial biogenesis was
previously reported (18). We show that both cHL cell lines harbor
deleterious mtDNA variants, which result in decreased levels
of RC complexes and assembled supercomplexes. However,
this does not lead to a bioenergetic defect, as expected, since it
evokes a retrograde signaling response as a compensatory ef-
fect, ultimately resulting in increased mitochondrial mass and
function which is advantageous for tumor growth.

Materials and methods

Cell lines and cell culture

Hodgkin lymphoma derived cell lines L[428 (RRID: CVCL_1361) and
L1236 (RRID: CVCL_2096) were used (DSMZ, Braunschwelg, Germany).
Authentication showed that all experiments were performed with
mycoplasma-free cells. Three Epstein-Barr virus-transformed B-cell lines
from healthy doners were used as controls. Cells were fed every 2-3 days
with GIBCC® RPMI Medium 1640 plus GlutaMAX™ (Life Technologies,
Darmstadt, Germany), supplemented with 10% calf serum and 1% peni-
cillin-streptomycin, at 37°C and 5% CO,. When indicated, cells were grown
in mediumn without glucose, but 4.5 g/l galactose, or 2-deoxygluccse in-
stead, to either decrease flux or completely inhibit glycolysis, respectively,

Generation of L428 NDUFV2KD and L428 NDI1 cells

For genome-editing, a gRNA targeting the NDUFV2 gene (¥-ATGTATAA
TCGAAAGCCAGT-2) was cloned into the BsmBI site of lentiCRIPSR w2
vector (Addgene plasmid #52961; Cambridge, M4). LentiCRISPR v2 con-
taining gRNA and packaging plasmids pMD2.G and psPAXZ2 (Addgene
plasmid #12259 and #12260) were transfected into HEK-293FT cells with
lipofectamin 2000 and OPTI-MEM media (Life Technolegies, Darmstadt,
Germany) to preduce the lentiCRISPR-NDUFV2 gRNA lentivirus. NDIL
vector containing blue flucrescent protein (BFP) was equally transfected
into HEK-293FT cells along with pMD2.G and psPAX?2 packaging vectors
to produce NDI-BFP lentivirus. Lentivirus were harvested twice at days
4 and 5, filtered through 0.35 pm filters and concentrated using LentiX
concentrator (Clentech, Mountain View, CA). Lentiviral infection of L428
cells was performed with & pg/ml polybrene (Sigma, Darmstadt, Germany).
Cells were selected with 2 pg/ml puremyein 3 days after infection. For
lentiviral CRISPR knockdown, cells were selected for 14 days and main-
tained in culture media containing 1 pg/ml puremyein. Selection of NDI1-
BFP expressing cells was done by fluorescence-activated cell sorting for
BFP-positive cells with a FACS ARIA (BD Life Sciences, Franklin Lakes, NJ).

In silico predictions

In order to determine possible pathogenicity of rRNA mutations, heterol-
ogous inferential analysis studies were performed (19,20). Alamut Visual
2.10 (interactive biosoftware) was used for missense variant pathogen-
icity prediction, collating SIFT, PolyPhen-2 and Align GVGD predictions
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alongside nucleotide and amino acid conservation data (21-23). Frequency
data for mitochondrial variants were obtained from MITOMAP: Hurman
Mitechondrial Genome Database, hitp://www.mitomap.org, 2018, MutPred
software was also used to predict pathogenicity of non-synonymous vari-
ants. This software gives pathogenicity scores ranging from 0 to 1, higher
scores indicate a greater likelihood of a deleterious or pathogenic variant.
The MITOMAP database was used to gather information on the mtDNA
variants of interest (24).

Doubling time and measurement of lactate
production

Cells were seeded at equal density of 5000 cells/cm?, cultivated with daily
changes of medium for 4 days, harvested every 24 h and counted (CASY
TT, Omni Life Science, Bremen, Germany). Doubling times were deter-
mined uging the average of three 24 h intervals. Media were collected
before counting and lactate concentration was determined (EML 105,
Radicmeter, Copenhagen, Denmark).

Measurements of oxygen consumption and enzyme
activities

Oxygen consumption of intact cells was measured using Clark oxygen
electrades (Hansatech, King’s Lynn, UK). Spectrophotometric measure-
ments of enzymatic activities were performed as described (25) (Varian
Spectroscopy Instruments, Palo Alto, CA).

Immunoblotting and assessment of OXPHOS
complex assembly

Whole-cell extracts were prepared in lysis buffer containing 1% (wt/vol)
[{3-chalamidopropyl}-dimethyl-ammonio]l-propanesulfonate, 10 mhfi N-2-
hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesul fonic acid pH7.4,150 mM NaCl and
complete protease inhibitor cacktail tablets (Roche, Mannheim, Germany).
Proteins were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresiz, electroblotted onto a polyvinylidene diflucride membrane
(5igma, Darmstadt, Germany) and incubated with primary antibodies
(Supplementary Table 1, available at Carcinogenesis Online). Inmuncreactive
complexes were detected with secondary peroxidase-labeled antibodies
and enhanced chemiluminescence (Perkin Elmer, Waltham, MA).

Mitochondria from cell pellets were isolated by superparamagnetic
microbeads (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany) and large RC com-
plexes were analyzed as described (25).

Flow cytometry

The cardiclipin binding dye nonyl acridine orange (NAO, Molecular Prabes,
Life Technologies, Darmstadt, Germany) was used to estimate mitochondrial
inner membrane mass. 1 x 10° cells/ml were incubated with 40 nkd NAO for
20 min at 27°C and washed with phosphate-buffered saline before analysis.

mRNA levels

RNA isolation was performed using PurelinkSystem (Life Technologies,
Darmstadt, Germany) and complementary DNA was synthesized with
QuantiTec Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). 5 ng comple-
mentary DNA was used as template (Taghlan Gene Expression Master Mix)
and RealTime PCR was carried out (7500 Fast Real Time PCR System; both
ThermeFisher Scientific, Darmstadt, Germany).

mtDNA deletions and copy number

Total DNA was extracted from cells using the OlAamp DNA Micro Kit
(Qlagen, Hilden, Germany). Cells were screened for deletions using a
nested PCR approach and mtDNA copy number was determined as de-
scribed previously (26).

mtDNA sequencing

The entire mitochondrial genome was sequenced (lon Torrent PG fol-
lowing amplification to generate two overlapping amplicons; data were
aligned to the revised Cambridge reference sequence for human mtDNA
(GenBank Accession number: NC_012920.1) with a minimum read depth
of x200. Analytical sensitivity for single nucleotide variants present at 25%
heteroplasmy was =95% (95% confidence interval).
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Tumor growth in mice

cHL tumors were induced subcutaneously injecting 5 x 10° cells into N3G
mice. Seven days postinjection mice were given water supplemented
with metformin (1.25 mg/ml; Sigma, Darmstadt, Germany) to ensure
an effective dose of metformin of 250 mg/kg/day (27). In mice receiving
drinking water containing 1-5 mg/ml of metformin, the plasma steady-
state metformin concentration was reported to be in the range of 0.45-
1.7 ng/ml, similar to that in patients receiving metformin therapy. Tumors
were measured twice per week. [n case of large tumor size (>0.8 cm) or
massive weight loss (»15%), mice were killed. Experiments were per-
formed in accordance with the local animal experimentation guidelines
and approved by the regional council,

Statistics

Results are given as means + SD. Results were compared using Student’s
t-test, asauming equal variances. Significance levels of P < 0.05 were con-
sidered statistically significant.

Data availability

All data will be made available upon reascnable request.

Results

Lymphoma cells use aerobic glycolysis
for proliferation and harbor variants in
mitochondrial genes

Both cHL B-cell lines showed a shorter doubling time compared
with Epstein-Barr virus-transformed, immortalized B-cell lines,
which we decided to use as appropriate controls (Figure 1A).
Increased proliferation rate of cHL cells was associated with
elevated lactate production (Figure 1B); however, there was no
simple relation between these two parameters, because the L1236
cell line produced more lactate, but grew slower than L428 cells.

To analyze potential ‘injuries to the OXPHOS system’ driving
the increased lactate production, we searched for large dele-
tions of MtDNA by PCR as well as point mutations by sequencing
(4,26). No deletions were observed (data not shown), however,
sequencing of the mitochondrial genome revealed two novel
and possibly deleterious variants in the cHL cells. No such vari-
ants were detected in the three control cell lines from healthy
donors, except for one apparently homoplasmic change in con-
trol 1, m.1147G>A, a very rare but functionally silent MT-RNR1
variant which has been reported in an Iranian individual with
unclear hearing loss (http://www.mitomap.org, 2019).

In L428 cells, we identified a novel homoplasmic variant in
the MT-RNR2 gene, m.1782G>A (Figure 1C), and found decreased
levels of both mitochondrial ribosomal RNAs, 125 tRNA, en-
coded by the wt MT-RNR1 gene as well as 165 1RNA, encoded by
the mutated MT-RNR2 gene (Figure 1D and E).

A missense varant in the MTC0O2 gene, m.8133C>T
p(Thr183lle) was found in L1236 cells. The MutPred score of 0.65
associated with this change suggests a mildly deleterious effect
on protein function, but it should be noted that a small number
of common haplogroup markers have MutPred scores in this
range (28). The m.8133C>T variant is present at homoplasmic
levels and is listed on the MITOMAP database as a poly-
morphism but with very low associated frequency data (n = 2).
The predicted effect at the protein level is the substitution of a
moderately conserved threonine residue (polar uncharged) with
an isoleucine residue (hydrophobic). In silico analysis by Alamut
Visual 2.10 is not strongly supportive of pathogenicity for the
m.8133C>T variant, SIFT suggests it may affect protein function,
whilst PolyPhen 2 and Align GVGD both suggest that this variant
is most likely tolerated.
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In summary, our analyses suggest the presence of at least
one alteration in the mitochondrial genome in each of these two
cHL cell lines.

mtDNA variants in cHL cells lead to defects in RC
complex levels
To investigate the functional consequences of these mtDNA

varlants, we first determined steady-state levels of index sub-
units representative for the five OXPHOS complexes.

L1236 cells, harboring the m.8133C>T variant in the MTCO2
gene, showed strongly reduced levels of the COX2 protein,
indicating that the variant severely impairs its stability. In add-
ition, COX1, but also NDUFA9, NDUFV2 and NDUFBS levels, other
subunits of RC complexes IV and I, were lower in L1236 cells
(Figure 2A), showing that not only complex IV, but also complex
Lis affected in these cells.

In L428 cells, harboring a homoplasmic variant m the MT-RNR2
(m.1782G>A} gene, steady-state levels of mtDNA-encoded
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complex IV subunits COX1, COX2 and nuclear-encoded COX4
were significantly decreased, while other mitochondrial pro-
teins were not altered {Figure 2A}, probably reflecting the high
turnover of complex IV (25).

To examine how changes of individual subunit levels af-
fect assembly of high molecular weight RC complexes and
supercomplexes, we performed BN-PAGE followed by western
blot analysis (Figure 2B). In L1236 cells, all investigated com-
plexes and supercomplexes (CI, CIIL, CIV and CICIL) were lower
compared with controls, thus exhibiting a severe RC defect, in
accordance with its high lactate production rate (Figure 1B). In
1428 cells, levels of the assembled complexes III, and IV were
quite normal, while the smaller supercomplex CICIIL, was de-
creased. Taken together, both observed variants impair the as-
sembly of the affected complex as well as of other RC complexes.

mtDNA variants do not result in functional or
respiratory defects

To assess the effect of these mtDNA variants on mitochen-
drial functionality and cell growth, cHL cells were cultured in
media containing galactose. Since conversion of galactose to
glucose 1s slow, cells are forced to use mitochondrial OXPHOS
to produce ATP instead of relying completely on aerobic gly-
colysis. Surprisingly, both cHL cell lines did not show growth
defects (Figure 2C), despite the observed RC defects, and the
1428 cells grew even better in galactose containing media com-
pared with the control lines, while the most glycolytic cell line
11236 displayed similar growth. Consistent with these results,
1428 lymphoma cells exhibited higher oxygen consumption
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rates, while the L1236 cells respired as much as control cells
(Figure 2D). These findings indicate that despite the effects on
the subunit or supercomplex steady-state levels (Figure 2A and
B), the OXPHOS system is sufficient to maintain respiration and
growth, even under oxidative conditions.

To further emphasize this, cells were grown in 2-deoxyglucose
instead of glucose to block conversion of glucose to pyruvate. We
found that cells grew as well under these conditions indicating
that combustion of fatty acids and amino acids by OXPHOS
is sufficient for growth (Supplementary Figure 1, available at
Carcinogenesis Online).

Recently, it was reported in the same cHL cell lines that
several mitochondrial proteins as well as key players regu-
lating mitochondrial biogenesis like PGC-1a and mitochondrial
mass were markedly increased when compared with primary,
short-term cultured B cells freshly isolated from tonsillar tissue
(18). Indeed, we show here that mtDNA copy number was sig-
nificantly higher in L428 cells, but not altered in L1236 cells
(Figure 34), in agreement with highly elevated levels of mito-
cheondrial transcription factor A in L4238 cells, a highly abundant
nucleoid protemn wrapping mtDNA (compare with Figure 5B in
(18)). Consistent with the higher mtDNA copy number, levels
of both mtDNA-encoded transcripts ND4 (complex I} and COX1
(complex IV} were increased in 1428 cells, whereas levels of rep-
resentative transcripts encoded by the nuclear genome were
found to be unchanged (Figure 3C). 11236 cells also showed
higher levels of mtDNA-encoded transcripts and, in addition, the
nuclear BNA (nDNA)-encoded transcripts UQCRC (complex III)
and COX4 (complex IV) were increased (Figure 3B). NRF-1 mRNA
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expression was significantly increased in both cHL lines and a
significant increase in PGC-1o mRNA expression was found in
the 1428 line (Figure 3F), Taken together, the RC assembly de-
fect caused by the mtDNA variants cbviously induces a compen-
satory stimulation of the gene expression program, albeit with
different contributions of mitochondrial and nuclear genomes.

To investigate whether this results in increased mito-
chondrial content, we measured citrate synthase activity, a
frequently used marker for mitochondrial mass, which was
enhanced in L428 but not in L1236 cells (Figure 3D}). Similar
results were obtained with flow cytometric analysis using
10-NAQ, a fluorescent indicator for the inner membrane lipid
cardiolipin (Figure 3E). NAO fluorescence intensity was higher
in L428 and slightly increased in L1236 cells. In summary, the
observed variants in cHL cells induce a response, resulting in
increased mitochondrial mass and respiration rates, most pro-
nounced in L428 cells.

Knockdown of the NDUFV2 gene in L428 cells
further stimulates mitochondrial biogenesis

Based on these fndings, we hypothesized that the primary
defects caused by the mtDNA variants evoked a retrograde
signaling response, which in turn upregulates mitochondrial
biogenesis, which may be beneficial for rapid growth. To test
this hypothesis, we further increased the severity of the mito-
chondrial defect by knocking-down expression of the NDUFV2
gene in the 1428 cell line (1428 NDUFV2KD), encoding a sub-
unit assembled in the late steps of the complex I assembly line
(29). Western blot analysis revealed that levels of NDUFV2 were
strongly reduced, however the protein was not completely de-
pleted in L428 NDUFV2KD cells (Figure 4A). Levels of other RC
subunits NDUFA9 (complex I), CORE-2 (complex III) and COX4
(complex IV) were concomitantly decreased (Figure 4A) due
to the instability of supercomplexes in the absence of appro-
priate binding partners, as shown by us previously (25}. Because

of the further impairment of RC assembly, RTGPCR analysis
indeed showed higher expression levels of transcription fac-
tors responsible for mitochondrial biogenesis (PGC-le and
NRF-1) and of other RG subunits (NDUFAY, UQCRGC2 and COX4)
in 1428 NDUFV2KD cells compared with 1428, indicating an
additional stimulation of the mitochondrial biogenesis pro-
gram (Figure 4B). Furthermore, we cbserved a further increased
mitochondrial mass (Figure 4C) and higher respiration rates
(Figure 4D). L428 NDUFV2KD cells also showed significantly re-
duced doubling time compared with controls (Figure 4E), prob-
ably due to an increase in glycelysis, supported by the enhanced
doubling time when L428 NDUFVZKD were grown in medium
with 2-deoxyglucose (Supplementary Figure 2, available at
Carcinogenesis Online).

Growth and tumor formation capacity of cHL cells
depend con the OXPHOS system

To examine the ability of these ¢HL cells to form tumors in vivo, they
were subcutaneously injected into the flanks of immunodeficient
mice, and tumor growth was monitored every second or third day.
Injection of L428 cells induced tumors after 14 + 1 days (Figure SA,
left panel), that exhibited a moderate growth rate resulting in small
tumor volumes after 27 days (Figure 5A, right panel). In contrast, no
tumors were detected in mice after inoculation of the L1236 cells
even at 31 days (Figure 5A). These data suggest that also in vivo,
growth and thus tumorigenic potential of ¢HL cells is enhanced by
the enhanced mitochondrial mass and OXPHOS activity observed
in the L428 cell line in vitro, while L1236 cells with an mtDNA mu-
tation more severely affecting the RC and only moderately stimu-
lated biogenesis cannot form tumors in vivo.

To investigate whether the further increase of mitochondrial
mass and function would lead to even enhanced tumor for-
mation, we then injected L428 NDUFV2KD cells into immuno-
deficient mice. L428 NDUFV2KD cells induced tumors within
a much shorter period (5 days), and these tumors exhibited a
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much higher growth rate than those derived from L428 cells
(Figure 5B). As most of the tumors became necrotic and mice
suffered from paralysis and fatigue, animals had to be killed
22 days after transplantation.

To test whether further impairment of OXPHOS and mito-
chondrial function would affect tumor growth, metformin was
given to mice injected with L428 cells. Metformin had been
shown to inhibit complex I activity in many cell types and re-
duced respiration in our cultured cHL cells (L428 cells: 1.28 +
0.24 fmol O/min/cell versus 1428 + metformin 1 mM: 0.816 +
0.16 fmol O /min/eell; P < 0.05) (30). Tumors exhibited significant
growth reduction when treated with metformin (Figure 5C),
likely due to further impairment of OXPHOS.

In contrast, when a version of the L428 cell line expressing
the NDI1 protein, making cells metformin resistant (L428
NDI1-BFP), was inoculated, tumor growth was not reduced by
metformin treatment {tumor volumes in mm®* L428: 542 £ 312
versus 1428 NDI1: 553 + 272; Figure 5D, not significant). These
data indicate that inhibition of respiration leads to decreased
progression of cHL tumors in vivo.

Discussion

Mutations in mtDNA, which is present in thousands of copies
per cell, occur at high frequency in human tumors and were
implicated in tumorigenesis for a long time {10,11), however
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major arguments have also been raised against this hypoth-
esis {12,31,32). There is strong evidence that these variants arise
randomly in founder cells, are amplified and can be taken to
homoplasmy by clonal expansion during the many cell divisions
which take place until a solid tumor is formed (33,34). The likely
cause of such mtDNA variants was revealed by Ju et al. showing
that the majority is introduced by errors of mtDNA polymerase
v during mtDNA replication (10,11). However, the functional con-
sequences and role of these variants in cancer remain unclear.
Indeed, our study confirmed that also well-established cHL
lines, which have been used extensively in the past as model
cells for Hodgkin lymphoma, harbor mtDNA variants, which re-
sult in RC assembly defects (Figure 2A and B). However, these
do not inactivate mitochondrial energy metabolism on the
functional level, but rather evoke a retrograde response which
upregulates mitochondrial biogenesis and leads to enhanced
mass and function. This gives the cells a proliferative advan-
tage, both in vitro (Figures 1A and 2C) and in vivo (Figure 5), if
the mtDNA mutation is not too severely affecting RC function,
as 1s the case for the L1236 cell line. Indeed, mitochondrial dys-
function has been reported to influence nuclear gene expression
through retrograde signaling in yeast (35}, nematode (36} and
also in mammalian systems (37) and increased mitochondrial
biogenesis is commonly observed in tissues of patients suffering
from mitochondrial diseases, as exemplified by massive prolif-
eration of mitochondria in skeletal muscle fibers, the so-called
ragged-red fibers.

In these patients, it is assumed that an increased mito-
chondrial content is a compensatory strategy to pay off for an
OXPHCS defect. However, the response depends on the severity
of the genetic defect: If it is mild, increased biogenesis would
help to recover sufficient mitochondrial function needed for
cell growth. Indeed, in an elegant study Picard et al. analyzed a
series of cybrid cell lines containing a putatively lethal mtDNA
mutation ranging from 20 to 100% mutation load. They showed
upregulation of mitochondrial biogenesis by transcriptional re-
programming at 50-90% mutation load, which results in rela-
tively modest OXPHOS defects, but sharp transitions in cellular
phenotype and gene expressiorn, e.g. induction of glycolytic
genes, increased mtDNA and mRNA levels (38). In contrast, a
100% mtDNA mutation load was lethal in these model cells, con-
sistent with our data showing that a severe defect, as observed
in L1236 cells, causes no benefit for cancer cells, which is also
supported by data observed previously (10,11).

The fact that L428 cells displayed decreased levels of both
125 and 165 mt-rRNAs (Figure 1D and E) was the first direct piece
of evidence in favor of a disruptive role for the m.1782G>A muta-
tion. The decrease in the levels of both mitochondrial rRNAs was
likely not the result of reduced transcription of mtDNA, as the
levels of other mtDNA-encoded transcripts were even increased,
in line with the important increase in mtDNA levels observed in
these cells {Figure 3A and C}. Not surprisingly, the decrease in the
amount of mitochondrial rRNAs was mirrored by a concomitant
reduction in the steady-state levels of mtDNA-encoded proteins
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(Figure 2A), leading to lowered amounts of assembled CI and
CIV complexes but not of CII and CIII (Figure 2B). A remark-
ably similar phenotype was observed in MRPS2-, MRPS22- and
MRPS34-deficient subjects (39-41). Additionally, a generalized
decrease in the levels of all mtDNA-encoded proteins was ob-
served in a patient carrying a non-sense mutation in MRPS1,
upon in vitro depletion of the peptidyl-tRNA hydrolase ICT1, and
in the case of the well-known MT-RNR1 (m.1555A>G) mutation
(42-44). In summary, a generalized reduction in steady-state
levels of mtDNA-encoded proteins, followed by a decrease in
the levels of OXPHOS complexes CI and CIV, but not of CII and
CIIL appears to be a hallmark for defective mitochondrial trans-
lation. Thus, our data are in strong agreement with the idea that
the MT-RNR2 m.1782G>A variant imposes a general blockade on
the translation of mtDNA protein coding genes. As a result, the
m.1782G>A MT-RNR?Z variant is one of the very few variants in
the mitochondrial TRNA genes with proven pathogenic char-
acter, making the L428 cell line invaluable for further studies
aimed at understanding mitochondrial translation and its regu-
lation. At this point, it is not clear whether the defect intro-
duced by m.1782G>A occurs (i) at the level of assembly of the
mitoribosomal particles, (ii) during mitochondrial translation
or (iii) both. The fact that position m.1782G is involved in the
stabilization of a conserved structural RNA element that brings
together several distant regions of 165 TRNA, suggests that the
correct folding of the molecule might be compromised. Given
the high conservation of the nucleotide and the surrounding
structure, recreating the m.1782G>A mutation in a heterclogous
organism could be an obvious avenue to shed additional light
onto the nature of its pathogenicity.

It has been argued that accumulation of misfolded or dam-
aged proteins in mitochondria results in the activation of a
retrograde signaling pathway called mitochondrial unfolded
protein response, UPR™. This mitochondrial stress signaling
pathway can also be triggered by imbalances in OXPHOS com-
ponents and by defective mitochondrial translation (36). In prin-
ciple, both 1428 and L1236 cells could trigger UPR™. However,
when the relative expression of nuclear and mitochondrial
genes was measured, it was found that only mtDNA-encoded
genes were overexpressed in L428 cells (Figure 3C), whereas both
mtDNA-encoded and nuclear-encoded mitochondrial genes
were overexpressed in L1236 cells (Figure 3B). These results
strongly suggest that two different types of retrograde signaling
might be occurring in the studied cell lines. When RC activity
was Impaired by interfering with mitoribosomal activity, as in
the case of L428 cells, increased levels of mtDNA, followed by
upregulated transcripts of only mitochondrially encoded genes
ensued (Figure 3A and C), together with an increase in mito-
chondrial mass and even increased respiration (Figure 2D). In
contrast, when the mitochondral insult was provoked by an
imbalance in the composition of complex IV, as in L1236 cells,
increased transcription of a larger set of mitochondrial genes
ensued, including both nDNA and mtDNA-encoded genes. No
increase in mtDNA levels was observed in these cells. This ob-
servation was confirmed in the 1428 NDUFV2KD cell line with a
knockdown of the nDNA-encoded NDUFV2 subunit of complex
I, effectively adding a defect in one of the OXPHOS components
on top of the mitochondrial translational insult caused by the
m.1782G>A MT-RNR2 variant. In this cell line, the expression of
the nDNA-encoded transcripts NDUFA9, UQCRC (Core-2) and
COX4 was increased (Figure 4A), in line with the results observed
in L1236 cells. We interpret these results as the consequence of
activating the retrograde response observed in L1236 cells on
top of the different response originally displayed by L428 cells.
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In summary, our results show that different mitochondrial
insults, such as a general translation defect versus an imbal-
ance in the composition of complexes I or IV can lead to dif-
ferent retrograde signaling pathways. Besides these retrograde
responses, a mitochondrial translational plasticity pathway that
enables adaptation of mitochondrial protein synthesis to the in-
flux of nuclear-encoded subunits has been recently described
(45). Whether this pathway might be in effect in L1236 or 1428
NDUFVZKD cells is currently unknown. The mutant cell lines
described in this work promise to become invaluable tools to
elucidate the nature of these still elusive signaling pathways af-
fecting the interaction between the nucleus and the mitochon-
drial network.

Theincrease in mitochondrial mass could be due toincreased
mitochondrial biogenesis, decreased mitochondrial clearance by
autophagy or both. Birkenmeier et ai. showed that master regu-
lators of the mitochondrial biogenesis program, the coactivators
PGC-1a, PGC-1p and NRF transcription factors are massively in-
creased in the same cell lines as we used, compared with pri-
mary B cells, and confirmed this by immunohistochemistry
comparing tonsillar tissue to lymph mnodes of Hodgkin
lymphoma patients (18). Here, we show that further interfering
with RC assembly by knocking-down NDUFVZ2 in the L428 cell
line (Figure 4A) increases transcript levels of PGC-1o and NRF-1
(Figure 4B), emphasizing that this retrograde response in general
involves activation of the mitochondrial biogenesis program.
In addition, Birkenmeier et al. more recently showed also that
autophagy is increased in these cell lines (46), finally pointing
to an enhanced mitochondrial turnover in order to keep a func-
tioning total organelle pool.

Two important questions remain: Why do cHL tumor cells,
which probably derive from (post)germinal center B cells (18),
use this seemingly cumbersome mechanism to increase mito-
chondrial mass and why is this essential for tumor formation?
Recently, the metabolic features of normal B cells were studied
during the various stages of their development, from (i) slowly
cycling pro-B cells in the bone marmrow via (ii) germinal center B
cells in the spleen to finally (iii) mature, highly anabolic antibody
producing plasma cells, which encounter very different oxygen
concentrations in their environment. Mielenz’ work shows that
mitochondrial activity decreases when pro-B cells progress
to immature B cells in the bone marrow, while during matur-
ation of B cells following LPS stimulation in vitro an impressive
upregulation of both, glycolytic flux yielding lactate as well as
RC activity, is observed (47-49). Therefore, B cells indeed adapt
their mitochondrial equipment to different demands. However,
maturation not only includes extremely high proliferative ac-
tivity, but also a switch to massive anabolic activity to produce
antibodies. Therefore, we postulate that successful cHL founder
cells derived from (post)germinal center B cells cannot activate
the physiologically used mechanism. Instead, mitochondrial
mass needed for proliferation is increased using retrograde
signaling pathways when harboring mildly deleterious mtDNA
variants. In addition, stimulation of the nuclear factor-kappaB
pathway was demonstrated in these cell lines, and it remains
to be shown if reactive oxygen species from these mitochondria
could drive its activation (18).

Finally, why is high mitochendrial mass beneficial for pro-
liferation? Mitochondrial metabolism has traditionally been
considered mainly for its catabolic functions and only recently
for anabolic functions, essential for rapidly proliferating cancer
cells, providing amino acids and acetyl-CoA derived from glu-
cose as well as glutamine for the synthesis of proteins, nucleo-
tides and membrane lipids, respectively (3,5). Therefore, we
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conclude that in the presence of mtDNA mutations cHL cancer
cells increase mitochondrial mass using retrograde signaling
pathways to optimally fulfill these requirements.

Supplementary material

Supplementary data are available at Carcinogenesis online.
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4. Diskussion

4.1. mtDNA Mutationen in Tumoren

Mutationen der mtDNA treten in menschlichen Tumoren regelhaft auf und wurden urspriinglich
als ein Pathomechanismus der Tumorentstehung betrachtet.*®4° Es gibt aber auch Befunde,
die dieser Hypothese widersprechen.®!%3%* F{ir die von uns untersuchten HRS-Zellreihen L428
und L1236, welche bereits in der Vergangenheit haufig als Modell fur cHL in der Forschung
verwendet wurden und aus Patientenzellen etabliert wurden, konnten wir das Vorliegen von
mtDNA Mutationen nachweisen. Ebenso konnten wir zeigen, dass die gezeigten Mutationen
in unseren Zellreihen zur Stérung beim Aufbau der mitochondrialen Atmungskette flihrten. Die
beiden nachgewiesenen Mutationen in der in den Zellen L428 und L1236 unterscheiden sich
und scheinen unterschiedliche Auswirkungen auf die OXPHOS zu haben.

Es erscheint sehr wahrscheinlich, dass die Mutationen zufallig bei einer der zahlreichen
Zellteilungen, welche eine veranderte Zelle auf dem Weg zu einem soliden Tumor durchlauft,
entstehen, im Verlauf amplifiziert werden und schlieBlich homoplastisch werden.%% Die
Mechanismen hinter der Entstehung wurden genauer von Ju et al. beleuchtet und es scheint,
als wirde ein Grofteil der Mutationen durch Fehler der mtDNA Polymerase gamma wahrend

der haufigen mtDNA Replikation wahrend des rapiden Zellwachstums entstehen.*84°

4.2. mtDNA Mutationen in Tumoren und ihre funktionellen Auswirkungen

Die funktionellen Auswirkungen und die genaue Rolle der mtDNA Mutationen bei der
Tumorentstehung sind bisher nicht abschlieRend verstanden. Interessanterweise wurde flr die
von uns untersuchten Zellreihe L428 gezeigt und bereits im Vorfeld der durchgefiihrten
Experimente publiziert, dass diese Zellreihe keine Einschrankung der mitochondrialen
Funktionen zeigen, sondern im Gegenteil eine gesteigerte Atmungskettenfunktion und eine
gesteigerte Biomasse aufweist. Dies scheint den Zellen in vitro und in vivo einen
Wachstumsvorteil zu geben, solange die Mutationen nicht zu schwerwiegende Auswirkungen
auf die OXPHOS fuhren. Dieser Fall scheint auf die von uns untersuchte Zellreihe L1236
zuzutreffen. Auch diese Zelllinie zeigte in unseren Untersuchungen weder eine gesteigerte
Atmungskettenfunktion noch eine gesteigerte Biomasse gegentiber den Kontrollzellen. Unsere
Arbeit reiht sich daher gut in die vorbeschriebene, neuere Hypothese, dass es verschieden
Klassen von mtDNA Mutationen bei der Tumorentstehung zu geben scheint:
schwerwiegendere Mutationen, die bei der Induktion der Tumorentstehung eine Rolle zu
spielen scheinen und weniger schwerwiegende Mutationen, die eher nutzlich bei der
Anpassung an die geanderten metabolischen Bedurfnisse der Zelle im Zuge einer Mutation

relevant zu sein scheinen.?'
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4.3. mtDNA Mutationen zeigen unterschiedliche funktionelle Auswirkungen
Bei milden genetischen Defekten in der mtDNA kommt es vermutlich zu einer Kompensation
durch Heraufregulation der mitochondrialen Biogenese, welche ausreichend ist, um eine
basale mitochondriale Funktion fir die ATP-Synthese wiederherzustellen. Dieser
Kompensationsmechanismus wird auch regelhaft in Muskeln von Patienten mit
mitochondrialen Erkrankungen beobachtet. Als Ausgleich flir den OXPHOS Defekt kommt es
bei diesen Patienten zu einer massiven Vermehrung der sog. Ragged-red-Fibres, also sehr
Mitochondrien-reicher Skelettmuskelfasern. Dass dieser Effekt abhangig von der Expression
der schwerwiegenden Mutationen ist, konnte von Picard et al gezeigt werden: sie untersuchten
als letal bekannte mtDNA Mutationen in Hybridzellen mit einem Anteil mutierter Kopien
zwischen 20 und 100%. Eine Steigerung der mitochondrialen Biogenese ergab sich bei
Kopienzahlen zwischen 50 und 90%. Diese Zellen waren gekennzeichnet durch milde
OXPHOS Defekte bei schwerwiegenden Veranderungen im zellularen Phanotyp und in der
Genexpression. Beispielsweise wiesen sie eine Induktion glykolytischer Gene und erhdhte
Level an mtDNA und nuklearer Ribonukleinsaurestrange (nRNA) auf. Ein Mutationsgehalt Gber
90% fiihrten zum Tod der Zellen.” Dieses Ergebnis ist konsistent mit unseren Beobachtungen
in den L1236 Zellen und den vorbeschriebenen Daten3'484%: schwere Defekte in der mtDNA
ergeben keinen metabolischen Vorteil fiir die Tumorzellen.

In den von uns untersuchten L428 Zellen konnten wir dagegen zeigen, dass die mtDNA
Mutation m.1782G>A die Translation von mtDNA kodierten Genen zu blockieren scheint.
Zunachst zeigten sich erniedrigte Level der 12S- und 16S-mt-rRNA. Dies war fir uns der erste
Hinweis auf einen pathogenen Einfluss durch die m.1782G>A Mutation. Die Erniedrigung der
rRNAs scheint hierbei am ehesten keine Folge einer reduzierten Transkription von mtDNA zu
sein, da andere mtDNA codierte Transkripte eher erhéht waren und die Kopienzahlen der
mtDNA in den L428 Zellen gegenlber Kontrollzellen deutlich gesteigert waren. Es scheint sich
somit vermutlich um ein Stérung der Translation zu handeln: Durch die reduzierten Level an
mtDNA-kodierten Proteinen in diesen Zellen kam es zu einer nachweisbaren und
folgerichtigen Reduktion von Komplex | und Komplex IV, wahrend Komplex Il und Il
unverandert blieben. Ein erstaunlich ahnlicher Phanotyp zeigt sich in Patient:innen mit
Schwerhorigkeit, Hypoglykéamien und MRPS2-Mutationen®®, Patient:innen mit Cornelia-De-
Lange-ahnlichem-Syndrom mit Gehirnveranderungen und hypertropher Kardiomyopathie mit
MRPS22-Mutationen® und bei Patient:innen mit Leigh-Syndrom und MRPS34-Mutationen.®®
Ebenso konnte dies bei Patient:innen mit nonsense Mutationen in MRPS1%':°2 und bei der gut
charakterisierten MT-RNR1 (m.1555%A>G) Mutation gezeigt werden. Hierbei konnte
nachgewiesen werden, warum manche Patient:innen auf die Behandlung mit Aminoglykosiden
eher mit einem Horverlust reagieren als andere Patient:innen.®® Zusammenfassend zeigen

sich in all diesen Mutationen - analog zu den L428 Zellen - eine generelle Reduktion der
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Translation mtDNA-codierter Gene mit reduzierter Proteinsynthese und daraus folgend einer

Stérung im Aufbau von Komplex | und IV

4.4. Retrograde Signalkaskaden und deren Einfluss auf die zellularen
Reaktionen auf mtDNA Mutationen

Eine Koppelung mitochondrialer Dysfunktion Uber retrograde Signalwege an die nukleare
Genexpression mitochondrialer Gene ist in Hefen®, Fadenwirmern® und Saugetierzellen®
vorbeschrieben. Ebenso ist bekannt, dass die Akkumulation beschadigter Proteine zur
Aktivierung eines retrograden Signalweges fiihrt, der sogenannten unfolded protein response
(UPRM™). Diese kann nachweislich auch durch andere Stressoren wie OXPHOS-
Veranderungen aktiviert werden.®® Dies ware im Prinzip ein moglicher Signalweg, welcher von
den von uns untersuchten Zellreihen L428 und L1236 genutzt werden koénnte. Bei der
Messung der relativen Genexpression zeigten sich jedoch in L428 Zellen nur eine
Uberexpression von mtDNA-kodierten Genen, wahrend sich in den L1236 Zellen die
Expression von mtDNA und nuklear-kodierten Genen verandert zeigten. Dies lasst vermuten,
dass die beiden Zellreihen unterschiedliche Signalwege nutzen. Wenn die Aktivitat der
Atmungskette durch die Beeintrachtigung der mitoribosomalen Aktivitat gestért wurde, wie im
Fall der L428-Zellen, kommt es zu erhéhten mtDNA-Kopienzahlen, gefolgt von einer
Hochregulation der Transkripte ausschlieRlich mtDNA-kodierter Gene. Dies fihrt - gemeinsam
mit einer Zunahme der mitochondrialen Masse - in der Endstrecke sogar zu einer gesteigerten
Aktivierung der Atmungskette. Im Gegensatz dazu fihrt eine mitochondriale Schadigung durch
ein Ungleichgewicht in der Zusammensetzung des Komplexes |V, wie bei den L1236-Zellen
beobachtet, zur gesteigerten Transkription eines grofleren Satzes mitochondrialer Gene,
welche sowohl nDNA- als auch mtDNA-kodiert sind. Entsprechend wurde in L1236 Zellen
keine Erhohung der mtDNA-Level beobachtet. In den Knockout-Zellen L428NDUFV2 wurde
die NDUFV2-Untereinheit des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette ausgeschaltet,
was zu einem Defekt der OXPHOS flihrt. Diese Zellen zeigen analog zu den verwendeten
L1236 Zellen eine gesteigerte Transkription auch nuklear-kodierter mitochondrialer Gene. Wir
vermuten, dass die L428-Knockout-Zellen und die L1236-Zellen aufgrund der Schwere ihrer
mtDNA Mutation ahnliche Signalwege nutzen.

Ob der von Richter-Dennerlein et al. beschriebene translationale Plastizitatssignalweg,
welcher eine Anpassung der mitochondrialen Biosynthese an den Einstrom von nuklear-
kodierten Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe zeigt, eine Rolle bei
der Pathogenese in den von uns untersuchten Zellreihen spielt, bleibt zum aktuellen Zeitpunkt
ungeklart.®” Interessanterweise konnte zuletzt gezeigt werden, dass Mutationen in den fiir die

Polymerase gamma relevanten Genen, welche fiir die Replikation der mtDNA verantwortlich
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ist, durch sogenannte ,small molecules' aufgehoben werden koénnen. Damit konnten
Valenzuela et al. das erste Mal eine Therapie fur einen Defekt in der Replikation von mtDNA
zeigen.%® Dies konnte auch in Zukunft ein interessanter Ansatzpunkt in der Therapie von
mtDNA Veranderungen bei der Tumorentstehung spielen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass unterschiedliche Mutationen in der mtDNA veranderte
funktionelle Auswirkungen haben, welche Uber unterschiedliche Signalwege ausgeldst

werden.

4.5. cHLZellen zeigen eine Steigerung der mitochondrialen Biomasse

In den L428 Zellen konnten wir eine gesteigerte mitochondriale Biomasse nachweisen. Es war
lange nicht geklart, ob die Steigerung der mitochondrialen Biomasse in Tumorzellen durch
eine vermehrte Biogenese oder durch einen verminderten Abbau, z.B. durch verminderte
Autophagie entsteht, oder ob beide Mechanismen eine Rolle hierbei spielen. Fur die von uns
untersuchten HRS-Zellen konnten Birkenmeier et al. zeigen, dass die Signalfaktoren PGC-
1alpha, PGC1-beta und NRF-Transkriptionsfaktoren deutlich vermehrt vorliegen.%? Als
Vergleichsgruppe dienten auch in dieser Publikation primare B-Zellen und die Steigerung
dieser Signalfaktorenkonnte auch in Lymphknotenmaterial von Patientinnen und Patienten mit
HL bestatigt werden. Passend hierzu konnten auch wir gesteigerte PGC-1alpha und NRF-
Niveaus in den L428NDUFV2-Zellen nachweisen. Es scheint daher naheliegend, dass die
retrograden Signalwege zu einer Stimulation der Biogenese fiihren kénnten. Diese Hypothese
wird durch weitere Untersuchungen von Birkenmeier et al. unterstitzt: in cHL-Zellen scheint
eine basale Autophagie fir das Tumorwachstum eine zentrale Rolle zu spielen und die
Expression einiger Autophagie-relevanter Proteine zeigte sich gesteigert.?® Die aktuellen
Befunden weisen zusammenfassend darauf hin, dass ein gesteigerter Zellumsatz mit
vermehrter Biogenese und Autophagie fir die Steigerung der funktionellen mitochondrialen

Biomasse in cHL-Zellen verantwortlich sein konnte.

4.6. Relevanz der gesteigerten mitochondrialen Biomasse fiir die
Tumorentstehung

Auch wenn die Mechanismen der Steigerung der mitochondrialen Biomasse ein wenig
genauer beleuchtet werden konnten, bleibt die Frage ungeklart, warum cHL-Zellen, welche
aus B-Vorlauferzellen aus dem Keimzentrum abstammen, einen solch umstandlich
erscheinenden en Mechanismus nutzen, um ihre mitochondriale Biomasse zu erhohen und
warum dies eine Rolle bei der Tumorentstehung spielt.

Die verschiedenen metabolischen Anforderungen an B-Zellen in ihrer Reifung konnten zuletzt

genauer charakterisiert werden: B-Zellen entwickeln sich von sich langsam teilenden pro-B-
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Zellen im Knochenmark Uber Keimzentrumszellen in der Milz letztlich zu reifen und hoch
anabolen, antikérperproduzierenden Plasmazellen und unterliegen in dieser Entwicklung
deutlich unterschiedlichen metabolischen Anforderungen. All diese Zellreifungsstufen haben
sehr verschiedene Sauerstoffangebote in ihrem jeweiligen Mikromilieu.” Interessanterweise
zeigte sich in der natirlichen Reifung der B-Zellen eine Abnahme der mitochondrialen Aktivitat,
wahrend eine kinstlich induzierte (beispielsweise durch LPS-getriggerte) Reifung in vitro zu
einer Zunahme der mitochondrialen Aktivitat fiihrte.”>-"2 B-Zellen kénnen ihre mitochondrialen
Funktionen also auf jeden Fall an verschiedene Anforderungen anpassen. Zusatzlich qilt es,
den hohen Energiebedarf reifer Plasmazellen zur Antikérperproduktion nicht zu unterschatzen.
Daher ware eine denkbare Hypothese, dass HRS-Zellen nicht auf vorhandene Mechanismen
und Signalwege zurtckgreifen kdnnen, sondern flr ihre massive Proliferation eine gesteigerte
mitochondriale Biomasse benétigen, welche sie beim Vorhandensein von milden mtDNA
Mutationen Uber retrograde Signalwege gut ermdglichen kdnnen. Birkenmeier et al
beschreiben, dass eine Stimulation des NF-KappaB-Signalweges in den von uns untersuchten
HRS-Zellen vorliegt, was einen mdglichen Erklarungsansatz bieten koénnte. Offen bleibt,
welche pathomechanistische Rolle reaktive Sauerstoffspezies hierbei spielen konnten.

Mitochondrien sind traditionell eher fir ihre katabolen Funktionen bekannt. Die anabolen
mitochondrialen Funktionen wiederum scheinen fiir schnell wachsende Tumorzellen von
besonderer Bedeutung zu sein. Hierlber kénnen genitigend Bausteine wie Aminosauren und
Glutamin fur die Nukleotid- und Proteinbiosynthese sowie flir die Generierung von
Membranlipiden in diesen sich schnell teilenden Zellen fiir die neuen Zellen bereit gehalten
werden.%*73 Diese Anspriiche scheinen durch die beobachtete Steigerung der mitochondrialen
Biomasse in den L428 Zellen, welche sich durch die beschriebenen Mechanismen ergibt,

besonders gut abgedeckt.

4.7. Ausblick

Unsere Daten stltzen die Theorie, dass die in den L428 Zellen gefundene mtDNA Mutation
m.1782G>A die Translation von mtDNA kodierten Genen blockiert. Damit ist sie eine der
mtDNA Mutationen deren Pathomechanismus verstanden ist. Sie bietet sich daher fur die
weitere Aufarbeitung der mitochondrialen Translation und ihrer Regulation an, insbesondere
da bisher nicht geklart ist auf welcher Ebene der Einfluss auf die Translation erfolgt. Es bleibt
zu untersuchen ob sich als Folge der Mutation ein Problem beim Aufbau der mitoribosomalen
Partikel einstellt oder die mitochondriale Translation gestdrt ist oder sogar beide Vorgénge
beeinflusst werden. Interessanterweise ist die Position m.1782G an der Stabilisierung der
rRNA beteiligt, da sie entfernte Regionen der 16S-rRNA zusammenbringt. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Faltung des Molekiils betroffen ist, wobei die genauen

Mechanismen hierbei Inhalt weiterer Forschungsvorhaben sein werden. Ebenso kénnten die
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von uns generierten Knockoutzellen L428NDUFV2 sehr gut fiir eine weitere Untersuchung der
Interaktion zwischen dem Nukleus und dem mitochondrialen Netzwerk verwendet werden, da
diese Zellen eine gesteigerte Transkription auch nuklear-kodierter mitochondrialer Gene
aufwiesen. Der genaue Pathomechanismus inklusive der Signalwege ist auch hier bisher nicht
bekannt.

Mutationen in der mtDNA kommen in cHL-Zellen vor und spielen eine wichtige Rolle bei der
Tumorentstehung. Mitochondriale Mutationen flihren, wenn sie nicht zu schwerwiegend sind,
nicht zu einer Abnahme der mitochondrialen Atmungskettenfunktion. In cHL Zellen mit
Mutation der mtDNA ist eine Zunahme der mitochondrialen Atmung und der mitochondrialen
Biomasse nachweisbar. Hierbei scheinen retrograde Signalwege zu einer Steigerung der
Expression von mtDNA-kodierten Genen zu fiihren wahrend ein an die Bedurfnisse der
Tumorzellen optimal angepasstes metabolisches Setting entsteht. Sind die mtDNA Mutationen
schwerwiegender, scheinen andere Signalwege einzugreifen und die Vorteile fur die
Tumorzellen nicht mehr Uber eine gesteigerte mitochondriale Biomasse erklarbar zu sein.
Zusammenfassend kénnen wir hier einen kleinen Baustein auf dem Weg zum Verstandnis der
komplexen metabolischen Veranderungen von Tumorzellen liefern. Diese Veranderungen
sind in jedem Fall vielfaltig und je nach Gegebenheiten und Tumorentitat sehr differenziert zu

betrachten.
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