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1 Vorwort

Unter der Betreuung von Herrn Prof. Dr. med. Frank Rose wurde in Kooperation
mit Herrn PD Dr. Jorg Hanze am Zentrum fur Innere Medizin des
Universitatsklinikums  Giessen eine  Gruppe aufgebaut, die intensiv
Untersuchungen zur Rolle des Hypoxie-induzierbaren Faktor-1 (HIF-1a) als
Schlisselprotein zellularer Ablaufe durchfihrte.

Der experimentelle Teil der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde in der Zeit vom
April 2000 bis Juni 2002 durchgefthrt. Meine Aufgabe war die Charakterisierung
des Hypoxieeffektes in humanen, pulmonalen kleinzelligen (H69) und nicht
kleinzelligen Tumorzelllinien (A549, H23) in Bezug auf die Transkriptionsfaktoren
HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a . Im Mittelpunkt der Arbeit stand HIF-1a, den wir auf
Proteinebene im Western Blot und auf m-RNA-Ebene mit der real-time PCR
nachwiesen und dessen Einfluss auf den angiogenetischen Faktor VEGF, den wir
mit Hilfe der PCR auf m-RNA-Ebene und mit dem ELISA auf Protein-Ebene
untersuchten. Des Weiteren erfolgten die Bestimmung der HRE-AKktivitat von HIF-
1 im Reportergen Assay sowie die Messung der Apoptose im Annexin Assay in
diesen Tumorzelllinien.

Zuletzt folgten Untersuchungen zu ,alternativen Regulationsmechanismen® von
HIF-1co am Beispiel von PTEN und HER2(neu) in H23-Zellen. Daten dieser
Dissertation wurden 2001 auf dem internationalen ATS (American Thoracic
Society) —Kongress in San Francisco, U.S.A vorgestellt.
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2 Einleitung

2.1 Zusammenhang zwischen Hypoxie und dem Hypoxie-

induzierbaren-Faktor-1a (HIF-1a)

Wenn der Sauerstoffbedarf in einem Gewebe durch das Angebot nicht gedeckt
werden kann, entsteht ein Mangel, welcher je nach Dauer als akute oder
chronische Hypoxie bezeichnet wird. Hypoxische Zustédnde entstehen sowohl
wahrend physiologischer Vorgénge, z.B. einem Aufstieg ins Gebirge und der
Embryonalentwicklung, als auch im Verlauf pathologischer Prozesse wie
ischamischer Erkrankungen und Tumorwachstum.

Wahrend sich eine Unterversorgung wéhrend der Embryonalentwicklung oft letal
auswirkt, hat der weiter entwickelte Organismus verschiedene Mdglichkeiten, auf
systemischer, lokaler und zellularer Ebene auf Hypoxie zu reagieren [1]. Diese
Anpassung erfolgt auf systemischer Ebene durch Aktivierung des Herz-Kreislauf-
Systems, der Atmung und Erhdhung der Erythrozytenzahl, auf lokaler durch
GefaBneubildung und auf zellularer Ebene z.B. durch Aktivierung der Glykolyse
und fuhrt auBerdem immer zu einer verstarkten Transkription bestimmter Gene.
Mit der Identifizierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1) wurde ein
zentraler Bestandteil der durch Hypoxie vermittelten Signalkaskade identifiziert [2].
Da bereits ein leichtes Absinken des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe zu einer
starken Aktivierung von HIF-1 flhrt, ist dieser Faktor bei der physiologischen
Adaptation an Hypoxie von entscheidender Bedeutung [3, 2].

Mittlerweile ist bekannt, dass jede Zelle, und nicht wie einst vermutet nur
spezialisierte Zellen, die Fahigkeit besitzt, die umgebende Sauerstoffkonzentration
zu messen [4].

Bisher konnten tber 100 Proteine/ Zielgene identifiziert werden, die von HIF-1
induziert werden. Hierzu gehdéren unter anderem VEGF und Erythropoetin [206].
Neben der zentralen Stellung, die HIF-1 bei den physiologischen Reaktionen auf
Hypoxie hat, scheint es auch eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie von
kardiovaskularen Erkrankungen, chronischen Lungenerkrankungen,

rheumatischen Erkrankungen und vor allem in der Tumorgenese zu spielen. Des
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Weiteren wird ein direkter Zusammenhang zwischen HIF-1o und Apoptose auf

zellularer Ebene diskutiert.

2.2 Pathogenese und Charakterisierung der Tumorhypoxie

Die Entstehung der Tumorhypoxie liegt vor allem in der schnellen Proliferation des
Tumorgewebes begriindet. Die Tatsache, dass Tumore nur bis zu einer GrdBe
von 1-2 mm? allein durch Diffusion versorgt werden kénnen, macht deutlich, dass
das Wachstum solider Tumoren von einer ausreichenden Angiogenese abhangig
ist [89].

Diese neugebildeten TumorgeféaBe weisen jedoch in morphologischer und
funktioneller Hinsicht viele Unterschiede zu normalen, hierarchisch strukturierten
GefaBen auf, welche haufig zu heterogen verteilten Durchblutungsraten fihren,
die praktisch das gesamte Spektrum der Durchblutungswerte normaler Gewebe
umfassen. Die Durchblutungsrate innerhalb eines Tumors kann teilweise um den
Faktor 60-100 differieren. Bei zahlreichen lokal fortgeschrittenen Tumoren finden
sich hypoxische Areale sowie anoxische Bereiche, die keinerlei funktionierende
Sauerstoffversorgung mehr besitzen und heterogen Uber die Tumormasse verteilt
sind. Pathogenetisch handelt es sich hierbei um eine ,ischamische Hypoxie“. Da
eine Vielzahl dieser neu gebildeten TumorgefaBe ihren Ursprung aus dem
vendsen GefaBabschnitt nimmt, tragt auch eine reduzierte O,-Sattigung des
Blutes zur Entwicklung der Hypoxie bei (,hypoxamische Hypoxie®).

Ein weiterer pathogenetischer Mechanismus der Tumorhypoxie ist die
VergréBerung der Diffusionsstrecke zwischen BlutgefadBen und entfernt gelegenen
Tumorzellen (,diffusionsbedingte Hypoxie*), deren Grenze zwischen 100-200 um
liegt [89].

Weitere Faktoren, die einen O>-Mangel im Tumorgewebe auslésen oder
verstarken kénnen, sind tumorassoziierte und / oder therapie-induzierte Anamien,
die als ,anamische Hypoxie“ bezeichnet wurden [138, 139, 140].

Intratumorale Hypoxie ist also die Folge einer unzureichenden Sauerstoff-
versorgung aufgrund funktioneller und struktureller Stérungen der Mikrozirkulation,
der Verschlechterung der Diffusionsbedingungen und tumor-bedingter Anamie.
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Ein niedriger Oz-Partialdruck (pOy) ist daher ein typisches Charakteristikum beinah
aller Formen solider Tumore, einschlieBlich Gehirn, Colon, Brust, Cervix, Prostata,
Kopf und Hals [6]. Gut erforscht ist der Zusammenhang, dass fast alle Tumore
einen niedrigeren medianen pO, haben als das urspriingliche Gewebe.
Messungen der Oxygenierung mittels Mikroelektroden ergaben eine durchschnitt-
liche Sauerstoffspannung von etwa 40-50 mmHg in ,normalem* Gewebe im
Vergleich zu Werten um 5-10 mmHg und weniger, die in Tumorzellen gemessen
wurden [156, 157]. Zuséatzlich zeigten klinische Studien, dass in einigen Féllen das
invasive Wachstum und die metastatische Streuung mit dem Grad der
Tumorhypoxie assoziiert sind [158, 159].

Konsequenzen, die sich aus der Tumorhypoxie ergeben, sind die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, insbesondere HIF-1, dessen Zielgene entscheidend an der
Adaptation an Hypoxie beteiligt sind und eine essentielle Rolle in der

Tumorprogression spielen [67].
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2.3 Die Funktion des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1a)

2.3.1 Struktur und Regulation von HIF-1a in Normoxie und Hypoxie

Die Identifizierung von HIF-1 als Hauptregulator der Os-abhangigen
Genexpression war ein erster groBer Schritt in der Analyse des Mechanismus,
welcher der Adaptation an hypoxische Bedingungen zu Grunde liegt.

Entdeckt wurde der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF-1) im Rahmen der Analyse
von Erythropoetin als Modell fiir hypoxisch reguliete Genexpression.
Deletionsstudien des EPO-Gens identifizierten eine kleine Region, die fur die
hypoxische Induzierbarkeit verantwortlich war. Wurde diese Sequenz aus einem
Transgen herausgeschnitten, konnte keine weitere Induktion unter Hypoxie
gezeigt werden. Dies war durch erneutes Hineinklonieren reversibel. Semenza
und Kollegen beschrieben 1992/93 die Hypoxie-abhangige Bindung nuklearer
Proteine daran und pragten den Begriff Hypoxia-inducible-Factor-1 (HIF-1) [31,
32]. Nachdem die Klonierung von HIF-1 gelungen war, konnte in der Folge die
bindende DNA-Region auf die Nukleotide 5°-R-CGTG-3" weiter eingegrenzt
werden. Diese Konsensus-Sequenz wird als Hypoxie-responsives Element (HRE)
bezeichnet [141].

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer a- (120 kDa) und -
(91- 94 kDa) Untereinheit besteht [8], wobei die Klonierung der B-Untereinheit
durch Wang und Semenza 1995 zeigte, dass diese bereits bekannt war und als
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) bezeichnet wurde. Beide
Transkriptionsfaktoren gehdren zur Unterfamilie der basic helix-loop-helix (bHLH)
Proteine, die eine bestimmte charakteristische Sequenz besitzen, bekannt als
PAS-Domaine (PER/ ARNT/ SIM), bestehend aus den Untereinheiten PAS-A und
PAS-B. Die bHLH und PAS-Region ist fir die heterodimere Formation zwischen
der o~ und B-Untereinheit und fir die DNA-Bindung der Zielgene verantwortlich [5,
8]. HIF-1a besitzt zuséatzlich eine C- und eine N-terminale Transaktivations-
Domaine (TAD-C und TAD-N), die durch eine Inhibitions-Domaine verbunden sind
[29]. Das TAD-N ist Teil der ODD-(oxygen dependant degradation) Domane,
wahrend das TAD-C als Zielregion fur die post-translationale Modifikation dient,
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z.B. der Phosphorylierung [33] und Acetylierung [34], und zuletzt mit
Koaktivatoren, wie p300/CBP interagiert, was zur transkriptionellen Aktivitat von
HIF fGhrt [21].

:—K;}\‘:% bHLH PAS TAD 7741789 aa

HIF-1a bHLH PAS oDD TQD T‘éD 826 aa

Abb. 1: Die Struktur von HIF-1

Die basic helix-loop-helix (bHLH) und die PER-ARNT-SIM (PAS) Domé&nen von
HIF-1o und HIF-18 dienen der Dimerization untereinander sowie der DNA-Bindung.
Die a-Untereinheit wird Uber die O»-abhdngige ODD-Domane (AS 429-608),
welche zwei regulierende Prolin-Enden besitzt, reguliert. HIF-13 besitzt diese
Domane nicht. TAD ist die Transaktivationsdomane, wobei TAD-N (AS 531 und
575) Teil der ODD-Doméne ist und TAD-C (AS 786-826) der Interaktion mit den
Koaktivatoren p300/CBP dient und zur transkriptionellen Aktivitat von HIF-1 fihrt.

HIF-1oo und HIF-1B werden ubiquitdr im Gewebe vieler Spezies (Mensch,
Wirbeltier, Insekt u.a.) exprimiert [17 ,9, 10]. Die Aktivierung von HIF-1 hangt aber
ausschlieBlich von der durch Hypoxie induzierten Stabilisierung der o-
Untereinheit ab, wohingegen die B-Untereinheit, da sie keine ODD-Domaéane
besitzt, unabhangig vom Sauerstoffpartialdruck konstitutiv im Zellkern exprimiert
vorliegt [11, 12]. HIF-1B/ ARNT hat vielseitige Funktionen, da es auch anderen
bHLH-PAS-Proteinen als Dimerisationspartner dient [7].

Uberrascht hat die Tatsache, dass das HIF-1a Protein bei eingetretenem Oy-
Mangel sofort, d.h. innerhalb von Sekunden, den kultivierten Zellen zur Verfligung
steht [14]. Bei normalisierter O,-Zufuhr verschwindet HIF-1a jedoch innerhalb von
wenigen Minuten (HWZ ~5 min.) wieder [14]. Dies bedeutet, dass das HIF-1a-
Protein konstitutiv synthetisiert und unter Normoxie sofort Gber eine Ubiquitin-/
Proteosom-Degradationskaskade, vermittelt durch ein  Genprodukt des
Tumorsuppressorgens von Hippel-Lindau (pVHL), wieder abgebaut wird [13, 11,
15].

Die Bindung zwischen HIF-1 und dem pVHL bedarf der post-translationalen
Hydroxilierung zweier Prolin-Reste (Pro-402 und Pro-564), die sich innerhalb des
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Polypeptid-Segmentes bekannt als ODD- (oxygen dependent degragation)
Domane von HIF-1a befinden [16, 17]. Diese Hydroxielierungsreaktion wird durch
das Enzym Prolylhydroxylase (PHD), auch HIF Prolylhydroxylase (HPH) genannt,
unterhalten und benétigt O,, Fe?* und 2-Oxoglutarat als Substrat [35]. Diese O.-
abhangige enzymatische Modifikation der ODD-Domane von HIF-a macht PHD zu
einem wichtigen O.-Sensor [9]. Bisher sind drei Isoformen des PHD charakterisiert
worden: PHD-1, PHD-2 und PHD-3 [9, 17, 42]. Das PHD-1 ist ausschlieBlich im
Zellkern, PHD-2 nahezu vollstandig im Zytoplasma und PDH-3 im Zellkern und im
Zytoplasma nachgewiesen worden [42]. PHD-2 weist dabei die starkste
Bindungsaktivitat auf und nur PHD-2 und 3 zeigten eine Induzierbarkeit der m-
RNA unter Hypoxie [43].

Die hydroxilierten Prolin-Enden werden dann im hydrophobischen Kern des pVHL,
dem von Hippel-Lindau Tumorsuppressorprotein, als Teil des E3-Ubiquitin-Ligase-
Protein-Komplexes gebunden [18, 19], was zur Destruktion durch Ubiquitinierung
und nachfolgender proteosomalen Lyse des HIF-1a Proteins in Normoxie fihrt.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass ein Leucin-Ende (Leu 574) far die
Rekrutierung des PHD zur Hydroxylierung der Proline eine Rolle zu spielen
scheint [36]. Des Weiteren wurde ein Lysin-Ende (Lys 532) innerhalb der ODD-
Domane gefunden, welches durch die Acetyltransferase ARD1 acetyliert wird, was
zu einer gesteigerten Interaktion mit dem pVHL fUhren soll [44].

Hypoxie bewirkt eine intrazellulare Stabilisierung der HIF-1a-Untereinheit, da die
O.-abhangige Hydroxylierung durch PHD und somit die pVHL-vermittelte
Ubiquitin- / Proteosom-Degradationskaskade blockiert wird. Dies fuhrt zu einer
raschen Kumulation von HIF-1a [11].

Nur unter hypoxischen Bedingungen interagiert die Transaktivations-Doméane, das
TAD-C, des stabilisierten HIF-1oc mit dem Ko-Aktivatoren CBP/p300, was zur
vollen transkriptionellen Aktivierung fahrt [20, 21, 22]. Unter normoxischen
Bedingungen verhindert der factor-inhibiting HIF-1 (FIH 1) diese Interaktion durch
Hydroxilierung eines Asparagin-803 Endes (Asn 803) innerhalb des TAD-C Endes,
welches erneut O, und Fe?* als Substrat benétigt [21, 30].

Danach transloziert die phosphorylisierte a-Untereinheit, unabhangig von der -
Untereinheit, in den Zellkern, dimerisiert mit HIF-1B3, und der daraus resultierende
HIF-1-Komplex bindet an eine spezifische Basensequenz das hypoxia responsive
element (HRE) [15, 23], welches bei vielen hypoxie-adaptiven Genen in der
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Promotorregion vorhanden ist. Dies fuhrt zur transkriptionellen Aktivierung
zahlreicher Zielgene und damit zu einer Adaptation an die Hypoxie.

proteosomal degradation
of HIF-1a

hypoxia
( VHL

PHD1-3

v
0. Fe * OH ©OAc OH
== = |
l l K532 PS64

l HIF-1a stabilized

ARNT (HIF-1B) +I IHiF—1G

hypoxia responsive element (HRE) in gene promoter region

Abb. 2: Modell der HIF-1a Regulation

(Modifiziert nach Hitchon et al. 2004 [201])

In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff (O,), Fe?* und 2-OG (oxoglutarat,
nicht dargestellt) wird HIF-1a durch Prolylhydroxylasen (PHD) und einer
Asparaginylhydroxylase (FIH-1, Asparagin—N) hydroxyliert. Die PHDs hydroxylieren
zwei Prolin-Enden (Pro 402 und Pro 564) innerhalb der ODD-Doméne und
ermdglichen einer E3-Ubiquitin Ligase (E3-UL), mit dem von Hippel Lindau Protein
(pVHL) als Erkennungskomponente, HIF-1a direkt zu binden und es fir die
Destruktion durch Ubiquitinierung und nachfolgender proteosomaler Lyse zu
markieren. FIH-1 unterbricht die Bindung zu dem transkriptionellen Co-Faktor
p300/CBP und damit die transkriptionelle Aktivitat, in dem es ein Asparagin-Ende
(Asn 803) in der TAD-C hydroxyliert. In Abwesenheit von O, (Hypoxie), Fe?* und/
oder 2-OG sind die PDHs inaktiv, die HIF-1a Untereinheiten stabil, akkumulieren
und translozieren in den Zellkern. HIF-1a dimerisiert schlieBlich mit HIF-18,
rekrutiert p300/CBP und aktiviert Uber die Bindung an HRE die Transkription
zahlreicher Zielgene.
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2.3.2 HIF-Isoformen: HIF-1a, HIF-2a, HIF-3o. und deren Unterschiede

Neben HIF-1a gibt es zwei weitere Mitglieder der bHLH-PAS-Familie mit ahnlicher
Struktur: HIF-2a, auch bekannt als endothelial PAS domain protein 1 (EPAS1),
und HIF-3a [24, 45]. Die Struktur und Funktion von HIF-1a sind bisher besser
untersucht als die von HIF-2a. und HIF-3o.

Bisher wird von flnf Isoformen (Splice-Varianten) von HIF-1a berichtet. HIF-1a FL
und HIF-1o. *° z.B. aktivieren den VEGF-Promotor unter Hypoxie [25]; HIF-1a 7
(HIF-1o Z) und HIF-1a °'® funktionieren als dominant negative Isoformen von HIF-
1o [26, 27]. Der neu entdeckte HIF-1a “® besitzt alle Funktions-Domanen und
agiert somit als Transkriptionsaktivator [28].

Ahnlich dem HIF-1o werden auch HIF-20. und HIF-3o unter Normoxie (iber eine
Ubiquitin- / Proteosom-Degradations-Kaskade abgebaut [37, 38].

HIF-3a besitzt im Gegensatz zu den anderen beiden Transkriptionsfaktoren keine
Transaktivations-Doméane (TAD-C), weshalb ihm teils eine negativ regulierende
Funktion zugesprochen wird [46, 47, 48].

Es ist bekannt, dass HIF-1a und HIF-2a nicht auf m-RNA-Ebene reguliert sind,
jedoch zeigte eine Arbeitsgruppe eine gesteigerte m-RNA bei HIF-3a nach zwei
Stunden Hypoxie [39]. Wie diese entsteht ist bisher nicht bekannt und bedarf

weiterer Analysen.

ZR;}J% bHLH PAS . TAD 774 /789 aa
HIF-1a bHLH PAS . OoDD TﬁD T?:D 826 aa
HIF-20; bHLH PAS ik ™0 | gr0a

HIF-30 bHLH PAS [B] N S8

Abb 3: Struktur der HIF-Isoformen

HIF-Proteine sind sehr ahnlich strukturiert mit &hnlich angeordneten Doméanen, wie
basic helix-loop-helix (bHLH), PAS (PER-ARNT-SIM), Transaktivationsdomane
TAD-N, wobei HIF-1B und HIF-3a keine TAD-C besitzen.
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Es ist jedoch festzuhalten, dass der jeweilige Effekt der HIF-Familie in Bezug auf
die Genexpression je nach Zelltyp unterschiedlich ist, z.B. sind HIF-1a und HIF-2a
abudant in der Niere exprimiert, jedoch ist nur die Uberexpression von HIF-2o. fiir
das Wachstum des Nierenzellkarzinom von Bedeutung [40].

In Mammakarzinom-Zelllinien spielt die HIF-1o-lIsoform in der Induktion von

hypoxie-induzierten Genen eine entscheidende Rolle [41].

2.3.3 Alternative Regulationsmechanismen von HIF-1 o

Es ist mehrfach belegt, dass Wachstumsfaktoren (growth factors/GF) und Zytokine
in der Lage sind, HIF-1o in Normoxie zu stabilisieren und/oder zu aktivieren.
Hierzu z&hlen Wachstumsfaktoren, wie der epidermal growth factor (EGF) [49],
der platelet-derived growth factor (PDGF) [50], der transforming growth factor-31
(TGF-B1) [50] IGF1 und IGF2 (insulin-like growth factors) [52] und Insulin [52]. Zu
den Zytokinen zahlen unter anderem der TNF-o (Tumornekrosefaktor) [53],
Interleukin-18 (lI-1B) [51] sowie NO und ROS, wenn auch kontrovers diskutiert.
Der Regulationsmechanismus ist im Einzelnen nicht komplett verstanden und
bedarf weiterer Untersuchungen. Man geht davon aus, dass diese Faktoren sich
an ihrem zellgebundenen Rezeptor (receptor tyrosin kinases) binden, was eine
Phosphorylationskaskade in Gang setzt. Es existieren hauptsachlich zwei
phosphorylierende Kaskaden, die zu einer Aktivierung von HIF-1a flhren, die
MAPK und die PI3-K-Kaskade [49, 54, 55, 56].

MAPK (Mitogen-activated protein kinase)

Wichtige Signal-Kaskaden, die zur Regulierung von HIF-1a beitragen, gehéren zur
MAPK Familie; c-dJun NH2-terminal kinase (JNKs) [57], p38 MAPKs [58], und ERKs
(extracellular signal-regulated kinases) [59].

ERK1 und 2 (auch p44/42 genannt) sind in der MAPK-Signal-Kaskade am besten
untersucht. Deren Aktivierung durch ,upstream” Molekiile, wie Ras/ Raf-1/ MEK-1,
fuhrt zur direkten Phosphorylierung von HIF-1a, was wiederum zur Aktivierung von
HIF-1 unter Hypoxie, aber auch unter Normoxie, flhrt. Es wird vermutet, dass
diese Signal-Kaskade die Interaktion zwischen p300 und TAD-C steigernd
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beeinflusst. [60, 61]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung

der MAPK-Kaskade zur gesteigerten HIF-1a-Proteinsynthese fuhrt [142].

PI3-K (Phosphatidylinositol-3-kinase)

Die PI3-K-Signalkaskade lauft Gber die ,downstream® Kinase AKT, deren Ziel-
molekile Einfluss auf den Zellzyklus, das Zellwachstum, die Apoptose und die
Translation haben [63]. AKT hat somit eine bedeutende Rolle in der Kontrolle des
Zellwachstums. PI3-K phosphoryliert hauptsachlich Pl-4, 5- Diphosphat (PIP2) zu
PI-3, 4, 5, Triphosphat (PIP3). Dieses Produkt ist ein Second messenger und
aktiviert mit Hilfe von PDK-1 AKT durch Phosphorylierung. Die aktivierte AKT
phosphoryliert wiederum eine Reihe von Proteinen, unter anderem BAD und
Caspase 9, die in der dephosphorylierten Form die Zellapoptose beglnstigen. PI3-
Kinase und AKT haben daher eine anti-apoptotische Wirkung [63].

Das Tumorsuppressorgen PTEN wirkt hemmend auf die PI3-Kinase/ AKT
Signalkaskade. PTEN dephosphoryliert das 3. Kohlenstoffatom des Inositolrings
von PIP3 zu PIP2 (PI-4,5-Diphosphat), was zu niedrigen PIP3-Spiegeln und somit
zur indirekten Inaktivierung von AKT fuhrt [115, 116]. Die biologische Konsequenz
der AKT- Inhibition ist die Stimulation der Apoptose, (durch Aufhebung der
hemmenden Wirkung AKTs auf Casp9, BAD und weitere) und Inhibition des
Zellzyklus (G1 Arrest) und der Zell-proliferation [117, 118]. Der Funktionsverlust
PTENSs fahrt zur verstarkten Aktivierung von AKT, durch gesteigertes PIP3, zum
Schutz vor apoptotischen Stimuli, zur gesteigerten Zellproliferation, welche
perfekte Voraussetzungen flr die Tumorgenese / Tumorprogression bietet.

Ein weiteres Ziel von AKT ist mTOR (mammalian target of rapamycin), auch FRAP
(FKBP12/rapamycin-accociated protein) genannt. Das phosphorylierte FRAP
aktiviert wiederum die p70 ribosomal protein S6 kinase (p70 s6k), welche die
Translation der HIF-1ao mRNA steigert [62, 64, 65, 66].

Ras

Das aktivierte H-Ras oder K-Ras (Onkogene) kénnen sowohl den MAPK als auch
den PI3-K-Signalweg aktivieren [142].

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von H-Ras zu einer gesteigerten
HIF-1a Protein-Expression und Aktivierung der Zielgene unabhangig von O? durch
PI3-K fahrt [160].
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Abb. 4: Alternative Regulationsmechanismen von HIF-1

Wachstumsfaktoren (GF), aber auch Zytokine (nicht dargestellt) binden an ihrem
zellgebundenen Rezeptor (receptor tyrosin kinases (RTK)/ HER2(neu)/ EGFR), was
eine Phosphorylationskaskade in Gang setzt. Ras (ein Onkogen) kann sowohl den
MAPK als auch den PI3-K-Signalweg aktivieren [142].

Die MAPK-Signalkaskade: Die Aktivierung von Ras fihrt zur Phosphorylierung
,downstream“ von Raf-1/ MEK-1 und ERK 1/ 2, was zur direkten Phosphorylierung
von HIF-1a, durch Steigerung der Interaktion zwischen p300 und TAD-C [60, 61],
und wiederum zur Aktivierung von HIF-1 unter Hypoxie und unter Normoxie flhrt.
Die PI3-K-Kaskade phosphoryliert hauptsachlich Pl-4, 5- Diphosphat zu PI-3, 4, 5,
Triphosphat (nicht dargestellt). Dieses Produkt ist ein Second messenger und
aktiviert mit Hilfe von PDK-1 AKT durch Phosphorylierung. Die aktivierte AKT
phosphoryliert wiederum eine Reihe von Proteinen, unter anderem BAD und
Caspase 9, die in der dephosphorylierten Form die Zellapoptose beglnstigen. PI3-
Kinase und AKT haben daher eine anti-apoptotische Wirkung [63]. Das
phosphorylierte FRAP aktiviert wiederum die p70 ribosomal protein S6 kinase (nicht
dargestellt), welche die Translation der HIF-1ao mRNA steigert [62, 64, 65, 66].
PTEN (ein TSG) hemmt Gber PDK-1 die Aktivierung von Akt (pro-apoptotisch).



Einleitung Seite 13

2.3.4 Wichtige Zielgene von HIF-1

HIF-1ao agiert als ein wichtiger Regulator der sauerstoff-regulierten
Genexpression.

Mehr als 100 Zielgene wurden bisher identifiziert und die Anzahl scheint weiter zu
steigen [206]. Die Bindung von HIF-1 an das HRE filhrt zur gezielten Uberexpres-
sion von verschiedenen Genen und deren Proteinen, welche die Antwort des
Organismus auf systemischer, lokaler und zellularer Ebene, insbesondere unter
hypoxischen Bedingungen, regulieren. Diese Zielgene spielen insbesondere in der
Tumorgenese und Tumorprogression eine entscheidende Rolle, da deren Proteine
einen Einfluss auf die Erythropoese, Angiogenese, das Zellwachstum und
Proliferation, Glucose-, Eisen- und Energie-Metabolismus und die Apoptose haben
[67].

Eines dieser Zielgene ist Erythropoetin (Epo), ein Protein, welches die
Erythropoese induziert, wodurch das systemische O»-Angebot gesteigert und eine
verbesserte Oo-Ausschépfung der Zelle/ Tumorzelle bewirkt wird. Epo wird unter
Hypoxie ebenfalls hoch reguliert [67].

VEGF (vascular endothelial cell growth factor) ist das meist untersuchteste Zielgen
und der potenteste Promoter der Angiogenese, eines Prozesses, der
entscheidend bei der Tumorentwicklung ist [68]. (Naheres unter 2.4)

Unter Hypoxie erfolgt eine O-unabhéangige Energiegewinnung (ATP-Bildung)
durch die anaerobe Glykolyse, welche eine wichtige Adaptation der Zelle bzw.
Tumorzelle an Hypoxie darstellt [69]. Nahezu alle beteiligten Enzyme der
Glykolyse, als auch die Glukose-Transporter GLUT1 und GLUT2, welche die
zellulare Glukose-Aufnahme steuern, werden durch HIF-1 reguliert [70, 71]. Die
Carbonanhydrase, die das anfallende Laktat und die dadurch entstehende
Azidose ausgleicht, ist ebenfalls ein weiteres Zielgen [72].

Es ist belegt worden, dass hypoxie-induzierte Wachtumsfaktoren die Zellpro-
liferation und das Uberleben der Zellen férdern. Hierzu gehéren insbesondere der
insulin-like-growth factor-2 (IGF-2) und der transforming growth factor-o. (TGF-a),
die ebenfalls durch HIF reguliert werden [52]. Die Bindung dieser Faktoren an
deren jeweilige spezifische Rezeptoren, den IGF2-Rezeptor und den epidermalen
growth factor receptor (EGFR) flhrt einerseits zur HIF-1o Expession und anderer-

seits zur Zellproliferation [67].
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Abb. 5: Wichtige Zielgene von HIF-1 (Semenza et al. 2003) [67]

Diese Zielgene spielen insbesondere in der Tumorgenese und Tumorprogression
eine entscheidende Rolle, da deren Proteine einen Einfluss auf die Erythropoese,
Angiogenese, das Zellwachstum und Proliferation, Glucose-, Eisen- und Energie-
Metabolismus und die Apoptose haben.
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2.4 Das Zielgen VEGF und dessen Rolle in der Angiogenese

2.4.1 Der Mechanismus der Angiogenese

Der Begriff der Angiogenese wurde 1935 von Hertig gepragt, hierbei handelt es
sich um eine BlutgefaBneubildung aus bereits bestehenden Kapillaren und
Venolen und ist von der Vaskulogenese der urspringlich ersten Ausbildung von
BlutgeféaBen, durch endotheliale Vorlauferzellen, wéahrend der Embryonal-
entwicklung abzugrenzen [85, 93]. Ein verstarktes wissenschaftliches Interesse
wurde durch die Erkenntnis gewecki, dass die Angiogenese bei der
Tumorprogression von entscheidender Bedeutung ist. Mit einem tieferen
Verstandnis der Regulation der Angiogenese verbinden sich demnach neue
therapeutische Anséatze in der Tumortherapie.

Die Angiogenese wird unterschieden in eine sogenannte ,sprouting® und eine
,nhon-sprouting“ Angiogenese [85, 86]. Letztere beschreibt die Durchteilung bereits
bestehender GeféBe durch Fortséatze der extrazellularen Matrix.

Man geht davon aus, dass der Mechanismus der ,sprouting“ Angiogenese in vier
Schritten ablauft [87]. Nach Aktivierung der Endothelzellen durch einen
angiogenen Stimulus (z.B. VEGF) beginnt als Erstes die proteolytische
Degeneration der Basalmembran (durch Expression der interstitiellen Kollagenase
(Matrix-Metallo-proteinase-1)). Danach folgt die Migration der an der degradierten
Matrix angrenzenden Endothelzellen in das anliegende Gewebe. AnschlieBend
kommt es zur Proliferation dieser Zellen entlang eines sich ausbildenden
Fortsatzes. Zuletzt entsteht durch eine Art Schlauchformierung die Ausbildung des
GefaBlumens. Der letzte Schritt ist abgeschlossen, wenn die neuen Kapillaren von
Perizyten und Muskelzellen umgeben sind. Hierbei scheint VEGF lberwiegend an
der Endothelproliferation (aber auch beim Remodeling) und Angiopoetin (Ang1)
am Remodeling des priméren vaskularen Netzwerkes zum adulten GefaB und
dessen ,survivals® beteiligt zu sein [94, 95]. PDGF-BB (plattelet-derived growth
factor) scheint auch an der Rekrutierung von Perizyten einen EinfluB zu haben
[96].
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Bei der Einteilung in vendses- und arterielles GefaBsystem scheinen Ephrine eine
Rolle zu spielen [94, 95, 97].

Die Angiogenese ist ein physiologischer Prozess, mit dem im Anschluss an die
Vaskulogenese die BlutgeféaBe in der embryonalen Phase vermehrt werden.
Postnatal spielt sie z.B. in der Wundheilung, dem Aufbau der Uterusschleimhaut
etc. eine wichtige Rolle. Es gibt aber auch pathologische Prozesse der
Angiogenese, wie z.B. bei der Koronaren Herzkrankheit (KHK), Neugeborenen-
und diabetischen Retinopathie, rheumatoiden Arthritis und insbesondere bei der
Tumorprogression [92].

Wie bereits unter 2.2 beschrieben, kénnen Tumore nur bis zu einer GréBe von 1-2
mm? allein durch Diffusion versorgt werden, da sie nur bis zu einer GefaB-
Entfernung von 100-200 um mdglich ist (pravaskuldre Phase). Dartber hinaus ist
das weitere Tumorwachstum von einer ausreichenden Angiogenese abhé&ngig
(vaskulare Phase des Tumorwachstums) [89].

Der Mechanismus, der zur Tumorangiogenese fluhrt, ist sehr komplex. Die
Erkenntnis, dass ein avaskularer Tumor zum Ubergang in die vaskulare Phase,
von der Angiogenese, somit von angiogenetischen Faktoren wie VEGF abhangig
ist, fhrte zu der Hypothese des ,angiogenetic switch® [88, 89, 90, 91]. Diese
Hypothese postuliert, dass es sowohl hemmende als auch aktivierende Faktoren
der Angiogenese gibt. Der Beginn der Vasoproliferation ist somit assoziiert mit
einer Inbalance zwischen Stimulatoren und Inhibitoren, zugunsten der pro-
angiogenetischen Faktoren.

Es qibt verschiedene Signale, die den ,angiogenetic switch® triggern:
metabolischer Stress bei niedrigem pO. und pH oder Hypoglykamie,
mechanischer Stress bedingt durch Proliferation der Zellen, immunologische und
inflammatorische Prozesse und genetische Mutation (Aktivierung von Onkogenen,
Deletion von Tumorsuppressorgenen, die die Produktion von pro-angiogentischen
Faktoren kontrollieren) [89].

Zu den anti-angiogenetischen Faktoren z&hlen unter anderem Angiostatin,
Endostatin, Vaskulostatin, Platelet Factor-4 (PF-4) und Interferon-alpha [89, 97].
Bisher sind mehrere pro-angiogenetische Faktoren bekannt, der Fibroblast Growth
factor (aFGF und bFGF), transforming growth factor (TGF)-beta1, HGF, Integrin,
Cadherin und Angiopoetin (Ang 1) [89]. Der wichtigste Faktor ist aber VEGF,
deren m-RNA durch HIF-1 unter Hypoxie hochreguliert wird.
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2.4.2 Der angiogenetische Faktor VEGF

VEGF ist das wichtigste Zielgen von HIF-1; es rekrutiert Endothelzellen in
hypoxisches oder avaskulare Gewebe und stimuliert deren Proliferation, es
steigert die Permeabilitdt insbesondere tumor-assoziierter GeféaBe, es ist das
potenteste endothelspezifische Mitogen, der wichtigste Promoter der Angiogenese
und spielt eine Rolle in der Regulation der Vaskulogenese [73, 74, 75].

Das VEGF-A-Gen (14 kb) besteht aus acht Exons, die durch sieben Introns
voneinander getrennt sind, Exon 1 enthdlt dabei hauptsachlich das
Sekretionssignal des priméaren Translationsproduktes [76]. Es ist auf Chromosom
6 lokalisiert [77]. Das VEGF-A kommt beim Menschen in finf verschiedenen
Isoformen vor, durch alternatives SpleiBen. Aufgrund des Unterschieds in der
Anzahl der Aminosduren werden sie als VEGF-Ai2i, VEGF-Ay45, VEGF-Ases,
VEGF-Agg bzw. VEGF-Aos bezeichnet [76]. Die am starksten exprimierten und
bisher am besten untersuchten Formen sind VEGF-Aigs und -Ais. Die
dominierende und mitogenste Form ist VEGF-A1gs. Ihr Molekulargewicht als Dimer
betragt 46 kDa [78]. Sie ist, wie die anderen Formen auch, ein Dimer aus zwei
Untereinheiten mit identischem NH>-Terminus. Diese werden durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden [79]. VEGF-A ist ein endothel-spezifischer
Wachstumsfaktor und ein Schlisselfaktor der Angiogenese [80]. In
Deletionsstudien konnte die essentielle Rolle von VEGF-A bei der embryonalen
Entwicklung des GefaBsystems gezeigt werden. Bereits die Inaktivierung eines
VEGF-A-Allels  fihrte  zur Letalitdt des Embryos durch  gestérte
Endothelentwicklung [81]. Die 165, 189 und 206 AS-Isoformen haben eine
Heparin—bindende Doméne, die eine Verankerung in der extrazellularen Matrix
ermdglichen und somit eine héhere biologische Aktivitat verleihen. VEGF-A bindet
an zwei der VEGF-Rezeptoren 2zum einen an den hochaffinen
Rezeptortyrosinkinasen Flt-1 (fms-like-tyrosin-kinase), auch VEGFR-1 genannt,
zum anderen an KDR (kinase domaine region), auch VEGFR-2 genannt [82, 83].
Die VEGF-Rezeptoren besitzen multiple extrazellulare lgG-&hnliche Doménen,
eine Transmembranregion und eine intrazellular gelegene Tyrosinkinase-
Sequenz, die durch eine Kinase-insert-region unterbrochen ist. Hierbei hat
VEGFR-1 eine héhere Affinitdt zu VEGF als VEGF-2 [83]. Beide Rezeptoren sind

essentiell fur die embryonale GefaBentwicklung. Es konnte gezeigt werden, dass
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die Deletion von KDR oder Flt-1 zum Tod der Embryonen fihrt, wobei KDR
(VEGFR-2) offensichtlich far die Differenzierung und Proliferation von
Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen wahrend der Vaskulogenese
notwendig ist und Flt-1 (VEGFR-1) an der Ausbildung der GefaBstrukturen der
Vaskulogenese beteiligt scheint [84].

Der Vollstandigkeit halber seien hier noch die weiteren Mitglieder der VEGF-
Familie erwahnt: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und PIGF. Diese wurden auf Grund
struktureller Ahnlichkeit zusammengefasst, da sie gemeinsam ein hoch
konserviertes Motiv aus acht Cysteinresten besitzen [83]. Es ist noch wenig Uber
deren Funktion und Regulation bekannt und Gegenstand weiterer Forschung.
Neben den beiden genannten Rezeptoren gibt es noch zwei weitere Rezeptoren
fur VEGF: VEGFR-3 und Neuropilin-1. VEGFR-3 bindet VEGF-C und D, aber nicht
VEGF-A. Neuropilin-1 war bereits als ein neuronales Zelloberflachenprotein
bekannt, das fur die Bildung des Neuralrohrs wichtig ist. Es konnte gezeigt
werden, dass es VEGF-A;¢s und PIGF-2 bindet, aber nicht VEGF-A 121 [83].

VEGF-A VEGF-A VEGF-C
PIGF VEGF-C VEGF-D
VEGF B VEGF-D
VEGF E l
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
ANGIOGENESE LYMPHANGIOGENESE

Abb.6: Bindung der verschiedenen VEGF-Proteine an die drei VEGF-
Rezeptoren (nach Veikkola et al. 2000)

Die VEGF-Rezeptoren besitzen multiple extrazellulare IgG-ahnliche Doméanen
(blau), eine Transmembranregion und eine intrazellular gelegene Tyrosinkinase-
Sequenz (orange), die durch eine Kinase-insert-region unterbrochen ist. Die
Disulfidbriicken sind rot dargestellt.
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Untersuchungen zeigten, dass Hypoxie die VEGF m-RNA-Expression induziert,
zum einen durch erhéhte Transkription, zum anderen durch verminderte m-RNA-
Degradation [104, 105, 106]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass VEGFR-
1 ebenfalls hypoxie-induzierbar ist, so dass das Endothel maximal rezeptiv auf die
VEGF-Stimulation unter Hypoxie reagieren kann [83].

2.5 Die Rolle von Onko- und Tumorsuppressorgenen in der
Tumorgenese

Die Karzinogenese ist ein multi-komplexer Prozess, der das Wachstumsmuster
normaler Zellen von kontrolliertem zu unkontrolliertem Wachstum umwandelt.
Koordinierte Regulation der Zellproliferation und der Apoptose ist eine
entscheidende Bedingung zum Erhalt der Hombostase. Der Verlust dieser
Regulationsfahigkeit kann begrindet sein in genetischen Verdnderungen
wachstumsférdernder (Proto-Onkogene) oder wachstumshemmender (Tumor-
supressorgene) Gene. Diese Veranderungen, die entweder vererbt sind oder
durch verschiedene Mutagene, wie z.B. UV-Strahlung, radioaktive Strahlung,
Chemikalien oder durch andere exogene, aber auch endogene Faktoren ausgeldst
werden, kann man in zwei Gruppen unterteilen: ,dominante Veranderungen®,
wobei die Zielgene als Proto-Onkogene bezeichnet werden, die sich in einem
Funktionszugewinn manifestieren (,gain of function®) und ,rezessive Mutationen®,
deren Zielgene Tumorsuppressorgene genannt werden, die normalerweise zu
dessen vollstandigem Funktionsverlust fihren (,loss of function®). Die Aktivierung
der ,harmlosen“ Proto-Onkogene zu Onkogenen kann durch chromosomale
Translokation, Punktmutation, Phosphorylierung und Amplifikation erfolgen. Eine
Vielzahl der von Onkogenen exprimierten Proteine sind Proteinkinasen, GTP-
bindende oder spaltende G-Proteine, welche meist als regulatorische Schalter fur
intrazellulare Prozesse dienen. Daneben kénnen Onkogene auch Proteine
kodieren, die als Wachstums- oder Transkriptionsfaktoren auftreten [107].

Die Uberexpression und Aktivierung von Onkogenen und der Verlust von
Tumorsuppressorgenen fiahren in ihrer Summe zumeist zu einer unkontrollierten
Zellproliferation, dem Entrinnen vor apoptotischen Signalen in der Zelle, was zur
Expansion der transformierten Zellpopulation fahrt.
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2.5.1 Das Tummorsuppressorgen PTEN und die Folge dessen Mutation

Die Bezeichnung PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome ten ) oder auch MMAC1 (mutated in multiple advanced cancers), als
Tumorsuppressorgen kam zu Stande, da dessen Verlust in verschiedenen
Tumoren nachweisbar war. Es wurde 1997 von zwei wissenschaftlichen
Arbeitsgruppen gleichzeitig als Tumorsuppressorgen identifiziert und ist auf dem
langen Arm des Chromosom 10 (10g23) lokalisiert [108, 109]. Die weitere
Bezeichnung TEP1 (TGF-regulated and epithelial cell-enriched phosphatase)
einer weiteren Gruppe beschreibt den EinfluB auf Wachstumfaktoren [110].
Durchgesetzt hat sich die Bezeichnung PTEN, da biochemische Untersuchungen
gezeigt haben, dass es sich um eine Lipidphosphatase handelt.

Das PTEN-Protein besteht aus 403 AS, hat ein Molekulargewicht von 47 kDa und
ist ein Mitglied der groBen PTP- (protein tyrosin phosphatase) Familie [108, 110].
Strukturell besteht das PTEN-Protein aus zwei Doméanen: einer N-Terminalen
Phosphatase-Doméane und einer C-Terminalen C2-Domane, an der ein etwa 50
AS langer C-Terminaler Rest hangt, der eine PDZ-Bindungsstelle enthalt. Die C2-
Doméne bindet in vitro Phospholipide und scheint eine Bindung von PTEN an der
Zellmembran zu ermdglichen. Die N-terminale Domane enthalt eine Phosphatase-
Doméane mit einer entsprechenden Bindungsstelle. Diese Phosphatase-Doméne
ist verantwortlich fir die Bindung mit Phosphatidyl- Inositol-3, 4, 5-Triphosphat
(Ptd- Ins-3, 4, 5- P3) [112, 113]. Weiteres strukturelles Verstandnis und deren
Funktionen sind derzeit Gegenstand der Forschung.
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Abb.7: Struktur von PTEN (nach Leslie, N. R. 2004)

Dargestellt ist die Struktur von PTEN mit seiner Phosphatase-Domé&ne mit einer
entsprechenden N-terminalen Bindungsstelle (blau), die fir die Bindung mit
Phosphatidyl- Inositol- 3, 4, 5-Triphosphat verantwortlich ist; die C2-Doméane mit
entsprechender Bindungsstelle (grin) bindet in vitro Phospholipide and scheint
eine Bindung von PTEN an der Zellmembran zu ermdglichen.

Die Rolle von PTEN als Tumorsuppressorgen (TSG) ist mehrfach belegt. Mehrere
Studien bei Patienten mit Prostatakarzinom zeigten einen Funktionsverlust von
PTEN, durch LOH (loss of heterozygosity) an Stelle 10923 in ca. 50% und
homozygote Deletion in ca. 10% der Falle [125, 126]. Von weiteren PTEN
Mutationen wurde berichtet: bei Brustkrebs 5%, Schilddriisen ca. 7%, Kopf-Hals
Tumoren 12%, Lymphomen 5% und Lungenkrebs 9% [127- 133]. Einen weiteren
Nachweis und die Bestatigung der Rolle als TSG konnten Marsh et al. 1998 bei
Patienten mit autosomal dominant vererbbaren Tumor-Syndromen liefern. Hier
hatten ca. 80% der Patienten mit Cowden Syndrom (multiples Hamartom-
Syndrom) und ca. 60 % der Patienten mit Bannayan-Riley-Ruvalcaba-Syndrom,
ein autosomal-dominant vererbtes Syndrom mit Megaenzephalie, Pigment-
anomalien, multiplen Hamartomen und psycho-motorischen Entwicklungsretardier-
ung als Krankheitsbild, alles Keimbahnmutationen des Gens PTEN [134].

Biochemische Wirkung auf zellularer Ebene:
Untersuchungen zeigten, dass PTEN hemmend auf die PI3-Kinase/ AKT

Signalkaskade wirkt. Wichtigstes biologisch relevantes Substrat ist dabei PIP3
(PtdIns-3, 4, 5- P3), ein intrazellulares Phosphoinositid (PtdIn), welches nach
Phosphorylierung an D3 durch PI3-Kinase als second messenger fir

proliferationsstimulierende Faktoren (z.B. Wachstumsfaktoren) fungiert [114].
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PTEN dephosphoryliert das 3. Kohlenstoffatom des Inositolrings von PIP3 zu PIP2
(PtdIns-4,5-P2), was zu niedrigen PIP3-Spiegeln und somit zur indirekten
Inaktivierung von AKT fuhrt [115, 116]. Die biologische Konsequenz der AKT-
Inhibition ist die Stimulation der Apoptose, (durch Aufhebung der hemmenden
Wirkung AKTs auf Casp9, BAD und weitere) und Inhibition des Zellzyklus (G1
Arrest) und der Zell-proliferation [117, 118]. Der Funktionsverlust PTENs fuhrt zur
verstarkten Aktivierung von AKT, durch gesteigertes PIP3, zum Schutz vor
apoptotischen  Stimuli, zur gesteigerten Zellproliferation, welche perfekte
Voraussetzungen fur die Tumorgenese / Tumorprogression bietet.

Weitere Wirkungsmechanismen werden PTEN zugesprochen. Vermutlich
inaktiviert PTEN den PDGF-Rezeptor ,upstream” der PI3-K / AKT Signalkaskade
[119].

Des Weiteren scheint PTEN (wenn auch kontrovers diskutiert) die fokale
Adhasions-Kinase (FAK) zu dephosphorylieren und somit an der Regulation
zellularer Adhasion, Zellmigration sowie Zellinvasion, und zwar durch Kontrolle der
Aktivitdt von FAK, beteiligt zu sein [120, 121]. PTEN kénnte auch an der
Angiogenese beteiligt sein. Studien von Zundel et al. 2000 und anderen zeigten
eine Supprimierung von HIF-1oe und VEGF in Tumorzellen, Uber die oben
genannte Signalkaskade [122, 123, 124].

2.5.2 Das HER2(neu)-Onkogen (c-erbB-2)

HER2(neu) ist ein Proto-Onkogen flr das verschiedene Synonyme existieren:
HER2, neu, c-erbB-2. Es wurde erstmals 1981 durch Shih et al. in chemisch
induzierten Neuroglioblastoma der Ratte identifiziert. Man schrieb diesem Gen
eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese zu [167, 168]. Fukushige et al.
konnten dann 1986 dieses Proto-Onkogen auf dem langen Arm des Chromosoms
17 in der Bande 12 (17912) lokalisieren [169]. Das Proto-Onkogen codiert flr ein
185 kDa groBes, 1255 Aminosauren umfassendes Glykoprotein mit
Tyrosinkinaseaktivitat, genannt p185, das in der Zellmembran lokalisiert ist [170].
Die extrazellular gelegene Doméane Ubernimmt Ligandenbindungsfunktionen.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des Rezeptors zu dem als ersten
beschriebenen humanen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR = Epidermal Growth
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Faktor Rezeptor = HER1) werden diese Rezeptoren zu einer HER-Familie
(Human-EGF-Rezeptor) zusammengefasst, zu der beispielsweise auch HER3 und
HER4 gehéren [171]. Als Ligand kommt Heregulin in Frage. Dieses 45 kDa groBe
Protein ist seit 1992 bekannt und besitzt die Fahigkeit, die Tyrosinkinase von
HER2(neu) zu stimulieren [172]. Nicht alle Funktionen und Interaktionen des
HER2(neu) Rezeptors sind vollstandig entschlisselt. Der Rezeptor schwimmt in
der Zellmembran frei beweglich. Alleine ist er jedoch nicht in der Lage, den
Liganden Heregulin zu binden. So bildet er funktionelle Dimere mit anderen
Rezeptoren der gleichen Rezeptor-Familie, vor allem mit HER3, aber auch mit
HER4 oder EGFR (=HER1). Diese Heterodimere zeigen eine hohe Affinitat zu
Liganden. Nach Bindung des Liganden an das Rezeptorheterodimer kommt es zur
Phosphorylierung der HER2(neu)-Tyrosinkinase und zur Aktivierung der
intrazellularen Signalkaskade [172].

Unter anderem erfolgt Ras-Protein vermittelt die Aktivierung der MAP-Kinase.
Weiterhin spielen die Phosphokinase C und die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) eine Rolle in der Signaltransduktion von HER2(neu) [67]. Die Arbeit von
Semenza et al. belegte 2001 einen neuen ,alternativen Regulationsmechanismus*
durch HER2(neu), der zu einer Aktivierung der PI3-Kinase-Kaskade, die
downstream Uber AKT und FRAP zu einer Steigerung von HIF-1o und der VEGF
Expression fuhrt. Diese Arbeit konnte zeigen, dass HER2(neu) eine Steigerung
der HIF-1o Proteinsythese und keine Hemmung der Degradation Uber die
Ubiquitin-Proteosom-Kaskade bewirkt [164]. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte
2005 ebenfalls eine Induktion der Proteinexpression und eine Steigerung der
Translationsaktivitat HIFs via der PI3-Kinase und AKT in HER2(neu) in
Uberexpremierten Zellen unabhangig von Hypoxie zeigen, was zu einer O-

unabhangigen Angiogenese fuhrte [163].

Eine endgultige Klarung der (patho)physiologischen Relevanz dieses Molekils flr
den Krankheitsverlauf und dessen Einfluss auf HER2(neu) gerichtete
therapeutische Konzepte steht noch aus. In den letzten Jahren konnten zahlreiche
Arbeitsgruppen zeigen, dass zumindest fir das Mammakarzinom eine HER2-
Uberexpression bzw. eine HER2-Amplifikation mit einer schlechteren Prognose
assoziiert ist [164, 173, 174, 172]. Seither gilt der Nachweis einer HER2(neu)-

Genamplifikation beim primaren Mammakarzinom neben Lokalisation, Tumor-
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stadium, Hormonrezeptor-Status und Lymphknotenstatus als zusétzlicher
unabhangiger Prognosefaktor.

Von groBem Kklinisch-onkologischen Interesse im Zusamenhang mit HER2-
Uberexprimierenden Mammakarzinomen ist seit den letzten Jahren die
Entwicklung des humanisierten monoklonalen Antikérpers Trastuzumab
(Herceptin® =rhuMA4D5, Hoffmann LaRoche, 79630 Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) gegen die extrazellulare Doméane des HER2-Rezeptors geworden
[175]. Da auch eine Resistenz von HER2-Uberexprimierenden Tumoren
gegenilber bestimmten Chemotherapeutika diskutiert wird [164, 173], bietet sich
dadurch die Médglichkeit, die HER2 Uberexprimierenden Zellen mit diesen
Antikérpern ganz spezifisch einer Chemotherapie zuganglich zu machen. Beim
Mammakarzinom konnte bereits in randomisierten klinischen Studien eine
signifikant  verlangerte  Uberlebenszeit fir  Patientinnen mit HER2-
Uberexprimierenden Tumoren, unter Anwendung von Chemotherapie +
Trastuzumab, nachgewiesen werden [176, 177].

Voraussetzung fir den Einsatz von Herceptin® ist der Nachweis einer hohen
Rezeptorexpression durch Immunhistochemie bzw. der Nachweis einer
Genamplifikation durch FISH. In der Standarddiagnostik wird derzeit eine
Kombination beider Methoden angewandt.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist nach dem Stand der Forschung eine HER2-
Genamplifikation und  Proteiniberexpression bei ca. 10-15% aller
Magenkarzinome [178], ca. 10- 15% aller kolorektalen Karzinome [193] bis zu
60% aller Pankreas- [194] und bei ca. 28 % auch bei Harnblasen- [179],
Speicheldriisen-[180], bis zu 34 % bei Lungenkarzinomen [195] zu erwarten, wobei
diverse  Autoren zu den unterschiedlichen Tumoren verschiedene
Amplifikationsfrequenzen beschreiben.

Die Datenlage zur anti-HER2 gerichteten Therapie solcher Tumoren ist bis heute
jedoch noch weitgehend unklar und bedarf weiterer Studien.

Es befinden sich jedoch folgende biologisch zielgerichtete Substanzen (,targeted"
Therapien) in klinischen Studien: ein monoklonaler Antikérper gegen die
extrazellullare Ligandenbindungs-Doméane des EGFR namens Cetuximab,
Erbitux® in Kombination mit Chemotherapeutika in EGFR-positiver kolorektalen
Karzinomen [199] und NSCLC (FLEX-Studie) und ein EGFR-Tyrosinkinase-

Inhibitor namens Erlotinib (Tarceva ®), bei Patienten mit metastasierten oder lokal
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fortgeschrittenem  NCSLC, nach mindestens einer vorausgegangenen
Chemotherapie [198].
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2.6 Der Zusammenhang zwischen Hypoxie und Apoptose

2.6.1 Die Morphologie der Apoptose

Das Zusammenspiel von Zelltod (Apoptose), Zellteilung (Mitose) und
Differenzierung ist entscheidend fur das Gleichgewicht in Geweben multizellularer
Organismen. Stérungen bei diesen Prozessen haben schwerwiegende
Konsequenzen: Sie bedingen Fehlbildungen von Organen, die Entstehung von
neurodegenerativen Krankheiten oder Krebs. Um diese Stérungen zu vermeiden
und das Auftreten von Fehlbildungen und Erkrankungen zu minimieren, sind alle
beteiligten Prozesse genau kontrolliert, auch die Apoptose. Prinzipiell
unterscheidet man zwei Arten des Zelltods: die Nekrose und die Apoptose.
Nekrose wird durch mechanische Verletzung, Ischamie, Aktivierung des
Komplementsystems oder bestimmte Chemikalien ausgelést und flhrt zur
Schadigung der Plasmamembran und Ausschittung des Zellinhalts in die
Umgebung der Zelle. Dies fuhrt haufig zu inflammatorischen Reaktionen und
damit zur Schadigung des umgebenden Gewebes. Im Gegensatz zur Nekrose, die
passiv verlauft, ist die Apoptose eine aktive, transkriptionell kontrollierte, zellulare
Antwort auf moderate Zellschadigung oder verschiedene Zytokine und wird daher
auch als ,programmierter®, physiologischer oder regulierter Zelltod bezeichnet.
Kerr, Wyllie und Curry beschrieben 1972 [135] als erste die Vorgange wéahrend
der Apoptose. Sie beobachteten, wie Zellen, die physiologischen oder
pathologischen Stimuli ausgesetzt waren, morphologische  Veranderungen
durchliefen. Im Verlauf der Apoptose schnlrren sich exozytotisch Membranvesikel,
die Zytosol und teilweise Kernfragmente enthalten, von der Plasmamembran, die
stets intakt bleibt, ab. Diese sogenannten apoptotischen Korperchen (apoptotic
bodies) stellen ein wichtiges morphologisches Charakteristikum der Apoptose dar
und fuhren zum Abbau der apoptotischen Zelle durch Nachbarzellen bzw.
Makrophagen, ohne dass zytosolische Bestandteile in den extrazellularen Raum
austreten kénnen.

Aufgrund elektronenmikroskopischer Studien kann der Vorgang in zwei Stufen
eingeteilt werden: 1. Bildung der apoptotischen Kdérperchen und 2. deren
Phagozytose oder Degradierung durch andere Zellen. Als weitere
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charakteristische Veranderungen sind die Abldufe im Kern zu nennen: das
Chromatin im Zellkern, sonst locker verteilt, beginnt sich zu verdichten (zu

kondensieren), bis der Kern schlieBlich fragmentiert (Karyorhexis).
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Abb. 8: Schematischer Ablauf der Apoptose (modifiziert nach Kerr et al. [135]).
Eine parenchymale Zelle separiert sich aus dem Zellverband, die Zelle schrumpft,
das Cytoplasma und das Chromatin kondensieren, der Zellkern fragmentiert
(Karyorhexis) und Vesikel werden von der Cytoplasmamembran abgeschniirt.
Diese sogenannten ,apoptotischen Koérperchen“ werden von Nachbarzellen oder
Makrophagen phagocytiert und durch lysosomale Enzyme verdaut.

Eine zentrale Rolle bei Induktion und Ablauf der Apoptose spielt die Aktivierung
spezifischer Cystein-abhangiger Aspartat-spaltender Proteasen, Caspasen
genannt, die ihre Substrate — Proteine, die in gesunden Zellen der
Aufrechterhaltung der  Zellhombostase dienen, z.B.  Srukturproteine,
Reparaturenzyme oder Inhibitoren pro-apoptotischer Faktoren — an Aspartatresten
spalten. Derzeit sind zwélf humane Caspasen bekannt. In nicht-apoptotischen

Zellen liegen sie in ihrer inaktiven Proenzym-Form vor; nach proteolytischer
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Spaltung in die aktive Form, ein aktives Dimer, wird eine proteolytische Kaskade
(die Caspasenkaskade) in Gang gesetzt, die den apoptotischen Zelltod
herbeifthrt.

Im Wesentlichen geht man heute von zwei Signalwegen aus, die zur Auslésung
von Apoptose fahren: Zum einen existiert der Uber ,Death Receptors® wie TNF
(Tumor-Nekrose-Faktor) Fas/APO-1 (CD95) und Caspase-8 als SchlUsselprotein
vermittelte  ,extrinsische®  Apoptose-Induktionsweg, zum anderen die
mitochondriale, intrinsische® Aktivierung, hauptsachlich initiert durch den
Transkriptionsfaktor p53 und katalysiert durch proapoptotische Bcl-2-Proteine, wie
Bax, Bak NIP3, Bad Puma und andere. Hierbei wird Cytochrom c aus den
Mitochondrien freigesetzt und interagiert mit Apaf-1 (apoptotic protease-activating
factor-1) und Caspase-9. Beide fuhren letztendlich zur Aktivierung von Caspasen-
Kaskaden. An der komplexen Regulation der Apoptose sind etliche weitere
Proteine, wie die Mitglieder der Bcl-2-Superfamilie, teis pro- und/ oder anti-
apoptotisch, p53, Mitglieder der IAP- (inhibitor of apoptosis) -Proteine, als
Caspaseinhibitoren und einige Proteinkinasen, z.B PI3-K durch Akt und Bad,
beteiligt, die Uber ihre pro- bzw. anti-apoptotische Potenz in die Entscheidung tber
Leben oder Tod der Zelle eingreifen [136].
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Abb. 9: Die zwei Hauptwege der Caspasen-Aktivierung (Igney et al. [137])
Dargestellt ist der Uber ,Death Receptors® wie TNF (Tumor-Nekrose-Faktor),
Fas/APO-1 (CD95) und Caspase-8 als Schllsselprotein vermittelte ,extrinsische*
Apoptose-Induktionsweg und die mitochondriale, ,intrinsische“ Aktivierung der
Apoptose.

2.6.2. Der Zusammenhang zwischen Hypoxie, HIF-1, P53 und Apoptose

Wenn Zellen chronischer oder extremer Hypoxie ausgesetzt sind und die
protektiven Mechanismen von HIF-1a nicht ausreichen, resultiert daraus
Apoptose.  Uberraschenderweise scheint HIF-1oo  beim  Einleiten des
Apoptosevorganges involviert zu sein. Es konnten bisher zwei Ablaufe gezeigt
werden, die ein Induzieren der Apoptose durch HIF-1a nachweisen:

1. Hypoxie verursacht einen Anstieg von Nip3 und NIX, proapoptotische Proteine

aus der Bcl-2-Familie. In HIF-1oa-defizienten Zellen kann Nip3 nicht nachgewiesen
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werden. AuBerdem konnten Bruick et al. eine aktive HRE-Region im Nip3-
Promotor zeigen, die in Hypoxie die Bildung von HIF-1a erzeugt [152, 153].

2. In Hypoxie wird das Tumorsuppressorprotein p53 stabilisiert [154]. p53 ist ein
hochaktiver ~ Transkriptionsfaktor, dessen  Zielgene  Apoptose, durch
Transaktivierung pro-apoptotischer Proteine des mitochondrialen Signalapparates
z.B. die Bcl-2-Proteine Bax, Bak, Puma, Noxa oder Caspase-9 und Apaf-1 oder
Proliferationsstop, durch Aktivierung von Zellzyklusinhibitoren wie p21,
verursachen [142]. Abgebaut wird p53 Uber proteosomale Degradation durch
Mdm2. Dieser Vorgang ist durch Phosphorylierung, z.B. durch ATM, gestért, so
dass p53 akkumulieren kann. Des Weiteren wird durch Phosphorylierung die
Aktivitat von p53 gesteigert [181]. Dieser Vorgang verlauft parallel zur Anhdaufung
von HIF-1a in Hypoxie. Es gibt sogar Hinweise, dass p53 von der Anwesenheit
von HIF-1a abhangig ist, da es in HIF-1a-defizienten Zellen nicht vorkommt [155].
Die Interaktion zwischen HIF-1a und p53 resultiert nicht nur in einer Stabilisierung
von p53, sondern hemmt auch die HIF-1a abhangigen Transkriptionsvorgange.
Dieser Effekt kann durch die Konkurrenz um den Co-Aktivator p300 erklart werden
[182 ]. Damit stellt sich die Frage, ob HIF-1a ein pro-apoptotischer Faktor ist.
Hierauf ist zu antworten, dass Hypoxie und noch starker HIF-1o nach dem
heutigen Kenntnisstand pro- und anti-apoptotische Effekte austiben. Die Apoptose
férdernde Aktivitdt kommt vor allem bei prolongierter Hypoxiedauer oder starker
Hypoxie / Anoxie vor und resultiert aus der Verbindung von HIF-1a mit p53. Dem
gegenuber steht ein anti-apoptotischer Effekt bei weniger ausgepragter Hypoxie.
Hierbei dimerisiert HIF-1oe mit HIF-1p und es kommt zur Protein-Transkription. Im
Jahre 2001 konnten Suzuki et al. zeigen, dass der Phosphorylierungsgrad fir den
pro- oder anti-apoptotischen Einfluss verantwortlich ist. Phosphoryliertes HIF-1a
dimerisiert mit HIF-1B, wahrend dephosphoryliertes HIF-1a eine Verbindung mit

p53 eingenht.
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2.7 Fragestellung

Gegenstand der experimentellen Untersuchungen dieser Dissertationsschrift war
die Charakterisierung des Hypoxieeffektes in  humanen, pulmonalen
Tumorzelllinien A549 und H23 (NSCLC) sowie H69 (SCLC) in Bezug auf die
Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a, derer Zielgene VEGF
(Schlusselrolle in der Angiogenese) und PGK (zentrales Enzym der Glykolyse).

Grundlage dieser Charakterisierung sind zentrale Aspekte der Tumorgenese:
¢ |nhibition der Apoptose
e dysregulierte Proliferation durch Uberexpression von Onkogenen, z.B.
HER2(neu) oder Ausfall von Tumorsuppressorgenen (z.B. PTEN)
e Tumorhypoxie flhrt zur Steigerung hypoxieabhangiger Transkriptions-
faktoren z.B. HIF-1a

Folgende Fragestellungen waren vergleichend in diesen Tumorzelllinien von

besonderem Interesse:

e Welchen Einfluss hat Hypoxie auf die Proteinexpression von HIF-1a?

e Werden die Transkriptionsfaktoren HIF-1a, -2 und -3a auf m-RNA-Ebene
reguliert?

e Welchen Effekt hat Hypoxie / HIF auf die Zielgene VEGK und PGK?

e |Ist die m-RNA des Tumorsuppressorgens PTEN nachweisbar und wird
diese unter Hypoxie reguliert?

e |Ist die m-RNA des Onkogens HER2(neu) nachweisbar und wird diese unter
Hypoxie reguliert?

e |Ist Hypoxie / HIF-1a ein pro- oder anti-apoptotischer Faktor?

e Welche Auswirkungen hat eine HIF-1a- und PTEN-Uberexpression auf die
HRE-Aktivitat HIFs und die Zielgene VEGF und PGK in transfizierten H23-
Zellen?

e Sind PTEN und / oder HER2(neu) ,alternative Regulatoren“ von HIF-1a?



Material und Methoden Seite 32

3.

3.1

MATERIAL UND METHODIK

Pharmaka und Agenzien

2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol (TRIS), Calbiochem (San Diego,
USA)

A 1153 (Aprotinin), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

A 3678 (Ammoniumpersulfat), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Acrylamid, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bromphenol blau, Merck (Darmstadt, Deutschland)

C 4176 (Casting Clamps), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

C 4301 (Comb), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Cell-Scraper, Falcon, BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Chloroform, Fluka AG (Taufkirchen, Deutschland)

D 0632 (Dithiothreitol), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

D 5637 (3,3"'Diaminbenzidine), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

DMEM: Dulbecco’'s modified Eagle Medium, Gibco (Karlsruhe,
Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Dodecylsulfat (SDS), Serva (Heidelberg, Deutschland)

Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega (Mannheim,
Deutschland)

FCS, fetales Kélberserum, PAA (Linz, Osterreich)

Filter (0,2 um), Nalgene (Hereford,U.K.)

Filterpapier, Schleicher & Schuell (Dassel, Deutschland)

Full Range Rainbow, Amersham Life Science (Braunschweig, Deutschland)
Fungizone (Amph. B), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Gasgemisch 10 % CO2 1 % O, Messer-Griesheim (Siegen, Deutschland)
G 2650 (Gasket), Sigma, (Taufkirchen, Deutschland)

G 3150 (Glas-Platten), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

G 7408 (Glycin), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

G1351  (Zweitantikérper, Anti-Chicken IgY  Meerrettich-Peroxidase
konjugiert), Promega (Mannheim, Deutschland)
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e Gentamicin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Glove Bag, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Heparin, Liguemin N 25000, Hoffmann-La Roche AG (Grenzach-Whylen,
Deutschland)

e Hepes, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e HIF-1o Antikérper wurde von PD Dr. Max Gassmann aus dem Institut far
Physiologie der Universitat Zarich zur Verfligung gestellt

e Homogenisator Teflon-Pistill, Schitt Labortechnik (Géttingen, Deutschland)

e Homogenisator, konisch 2 ml GlasgefaB3, Schitt Labortechnik (Géttingen,
Deutschland)

e Hypoxiekammer, Keutz (Reiskirchen, Deutschland)

e Ketanest, Park-Davis GmbH (Wedel, Deutschland)

¢ Kollagenase, Worthington Biochemical Corporation (Freehold, New Jersey,
USA)

e L 2023 (Leupeptin), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

e L|-Glutamin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Lipofektamin™ 2000, GIBCO BRL, Invitrogen GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

e Medium DMEM (mit Glucose und Pyruvat), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

¢ Methanol, Fluka (Taufkirchen, Deutschland)

e NaCl, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Natrium(meta)vanadat (NaVOs3) , Fluka (Taufkirchen, Deutschland)

¢ Nicht essentielle Aminosauren, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Nickel lll Chlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e P 0914 (Protein Standard), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

e P 5318 (Pepstatin), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

e P 7626 (PMSF, Phenylmethylsulfonyl Fluoride), Sigma (Taufkirchen,
Deutschland)

e P 7949 (Tween 20), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

e P 8139 (Phorbol 12-Myristate 13acetate), Sigma (Taufkirchen,
Deutschland)

e PBS: Phosphate buffered saline, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

e Penicillin G, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
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3.2

Propanol, Fluka (Taufkirchen, Deutschland)

Protein Assay, BioRad (Minchen, Deutschland)

PVDF BioTrace, Pall Gelman Laboratory (Darmstadt, Deutschland)
RNAzol™, Peqlab (Erlangen, Deutschland)

Rompun 2%, Bayer AG (Leverkusen, Deutschland)

S 3900 (Spacers), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Sodium Pyruvat, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Streptomycin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Superfect, Qiagen (Hilden, Deutschland)

T 9281 (Temed), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Trypsin-EDTA-L&sung, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

VEGF-ELISA, human, Quantikine®, R&D Systems (Wiesbaden,
Deutschland)

Vitamine, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Wasserstoffperoxyd (H-O.), Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)
Xylocain 2%, Astra GmbH (Wedel, Deutschland)

Zellkulturplatten 150er (145 cm?), Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Zellkulturplatten 94er, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Zellkulturplatten 24-Loch-Platten, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Zellkulturplatten 96-Loch-Platten, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Zellkulturplatten 6-Loch-Platten, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Gerate

ABL 330 (Acid Base Laboratory), Radiometer (Willich, Deutschland)

ABI PRISM® 7700 SDS von Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
Bioluminometer, Berthold (Bad Wildbad, Deutschland)

CO; —Inkubator IR 1500, Flow Laboratories (Meckenheim, Deutschland)
Durchflusszytometer (FACS) Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

E 5889 (Elekrophorese), Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Elisa-Reader, Berthold Technologies (Bad Wildbad, Deutschland)
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e Eppendorfkihlzentrifuge, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

e Homogenisator-Antrieb, Schitt Labortechnik (Géttingen, Deutschland)

e Milli Q Wasseraufbereitungsanlage, Millipore (Eschborn, Deutschland)

e Power-Supply, Amersham Pharmacia Biotech (Wien, Osterreich)

e Semi-dry Blotkammer, Keutz (Reiskirchen, Deutschland)

e Sterilbank (laminar air flow) Typ BSB, 4a, Flow Laboratories (Meckenheim,
Deutschland)

e UV- Transluminator, Biometra Biodoc Il (Géttingen, Deutschland)

e Waage, Mettler Toledo (GieBen, Deutschland)

e Wasserbad, Memmert GmbH (Schwalbach, Deutschland)

e Zentrifuge RPC Rotanta, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

3.3 Herkunft der Antikorper, Plasmide und Primer

Der HIF-1a Antikdrper wurde freundlicherweise von PD Dr. Max Gassmann aus

dem Institut fir Physiologie der Universitat Zarich zur Verfligung gestellt.

Die Plasmide fUr die Transfektion der jeweiligen Zelllinien sowie die Primer flr das
Arbeiten mit der PCR und der Tagman-PCR wurden freundlicherweise von PD Dr.
Jorg Hanze aus dem molekulargenetischen Labor des Instituts fir Biochemie der

Universitat Giessen zur Verfligung gestellt.
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3.4 Humane pulmonale Tumorzelllinien

3.4.1 A549 (NSCLC)

Die Zelllinie A549 ist aus einem humanen Lungenkarzinom (Adenokarzinom /
NSCLC) isoliert und wurde von der Firma ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) bezogen. A549 bildet einen adherenten
Monolayer.

Die gelieferten Ampullen wurden zlgig bei 37 °C aufgetaut und in 10 ml
vorgewarmtes Medium (37 °C) 90 % DMEM + 10 % FCS vorsichtig resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, die Zellen
in Medium (DMEM, 10 % FCS, 1 % Glutamin 1 % Pen/ Strep, 1 % nicht
essentielle Aminosauren, 1 % Vitamine) aufgenommen und auf 90er Schalen im
Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Raumluft kultiviert. Sobald sich nach ca.
24 Stunden ein Monolayer ausgebildet hatte, wurden die Zellen wie unter 3.5
beschrieben gesplittet oder flr den Versuch eingesetzt.

3.4.2 H23-Zellen (NSCLC)

Die Zelllinie H23 ist ebenfalls aus einem humanen Adenokarzinom der Lunge
(NSCLCQC) isoliert und von der Firma ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) bezogen.

Die gelieferten Ampullen wurden zlgig bei 37 °C aufgetaut und in 10 ml
vorgewarmtes Medium (37 °C) 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS vorsichtig
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt, die Zellen in Medium aufgenommen (RPMI 1640 mit Hepes, 1 %
Glutamin 1 % Pen/ Strep, 1 % nicht essentielle Aminosauren, 1 % Vitamine) und
auf 90er Schalen im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Raumluft kultiviert.
Sobald sich nach ca. 24 Stunden ein Monolayer ausgebildet hatte, wurden die
Zellen wie unter 3.5 beschrieben gesplittet oder flr den Versuch eingesetzt.
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3.4.3 H69-Zellen (SCLC)

Die H69-Zellen sind aus einem humanen kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC)
isoliert und ebenfalls von der Firma ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) bezogen. H69 wachsen in Suspension.

Die gelieferten Ampullen wurden wie in 3.5.2 beschrieben aufgetaut und in dem-
selben Medium kultiviert. Sobald sich nach 24 bis 48 Stunden in Suspension
wachsende Konglomerate gebildet hatten, wurden die Zellen wie unter 3.5

beschrieben gesplittet oder flr den Versuch eingesetzt.

3.5 Zellkultur: ,Splitten“ der Zellen

Nachdem sich ein konfluenter Zellrasen der H23 oder A549-Zellen gebildet hatte,
konnten die Zellen subkultiviert werden. Zuerst wurde von den 90er Petrischalen
das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit serumfreiem Medium (37 °C)
gewaschen. AnschlieBend wurde mit 10 ml temperierter Trypsin-EDTA-L&sung
(37 °C) inkubiert, bis sich der Zellmonolayer nach ca. einer Minute vom Boden der
Schale geldst hatte. Dieser Vorgang wurde im Mikroskop kontrolliert und ggf.
durch leichtes Klopfen unterstitzt. Die Trypsin-EDTA-L&sung mit den Zellen wurde
dann in ein Zentrifugenréhrchen pipettiert, das bereits 1 ml FCS zum Inaktivieren
des Trypsins enthielt. Durch mehrmaliges Spullen der Schale wurden auch die
restlichen Zellen abgeldst. Das Zentrifugenréhrchen wurde bei 250 g fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet resuspendiert und die
Zellen auf drei 90er Petrischalen gleichmaBig verteilt. Wenn sich nach weiteren
zwei Tagen wieder ein vollstandiger Zellrasen ausgebildet hatte, konnte dieser
Vorgang wiederholt oder die Zellen im Versuch eingesetzt werden.

Da H69-Zellen in Suspension wachsen, ist das Lésen mit Trypsin-EDTA-Lésung
nicht erforderlich. Hier wurden die Zellen in Suspension mit einer Pipette
aufgenommen und direkt in ein Zentrifugenrdhrchen pipettiert. Durch mehrmaliges
Spulen der Schale wurden auch die restlichen Zellen aufgenommen. Ansonsten
wird wie oben beschrieben fortgefahren.
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3.6 Hypoxie-Versuchsablauf

Die prakonfluenten Zellen wurden in einem mit Stickstoff geflllten ,Gloves bag*
zweimal mit 5 % CO, aquilibriertem und temperiertem Grundmedium ohne FCS
(37 °C) gewaschen und anschlieBend ebenfalls mit &quilibriertem und
temperiertem Grundmedium (serumfreiem Medium) (37 °C) versorgt und in die
Hypoxiekammer gestellt. Diese kam wahrend der Versuchszeit in ein auf 37 °C
erwarmtes Wasserbad. Zum Erhalt der Hypoxie wurde alle 14 Minuten eine Minute
lang mit 1 % Og, 5 % CO, mit einem Flow von ca. 500 ml/ min begast.

Bei Beendigung der Hypoxie (meist nach 24 h) wurde im mit Stickstoff gefllten
,Gloves bag” der Uberstand einer Zellkontrolle zur Uberpriifung des PH- und pO,-
Wertes (Hypoxie-Kontrolle) abgenommen. Diese Zellen wurden anschlieBend
unter dem Mikroskop zur Kontrolle der Zellvitalitat und zum Ausschluss einer
Kontamination begutachtet.

Der Zelliberstand der weiteren Versuchszellen wurde einzeln in Cups
aufgenommen und zur Bestimmung des VEGF-Proteins mit dem humanen VEGF-
ELISA eingefroren. Die in Suspension wachsenden H69-Zellen mussten zuvor
zentrifugiert werden.

Die Zellen wurden je nach Fragestellung entweder:

1. mit RNAzol aufgenommen und fir die Messung der m-RNA von HIF-1a
oder dessen Zielgenen etc. bei -80 °C eingefroren

2. mit 4 °C kaltem Luciferase Lysepuffer lysiert und zur Bestimmung der
Reportergen-Aktivitat im Reportergen Assay vorbereitet

3. zur Messung der Apoptose weiter verarbeitet

3.7 Der humane VEGF-ELISA

Mit dem humanen VEGF-Immunoassay (Quantikine®) der Firma R & D Systems
wurde entsprechend dem Versuchs-Protokoll das VEGF-Peptid immunologisch im

Zelllberstand der Hypoxie- und Normoxie-Zellen (siehe 3.6) quantitativ gemessen.
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3.8 Das Arbeiten mit Nukleinsauren

3.8.1 Extraktion der RNA mit der Guanidinium-Thiocynat-Phenol-
Chloroform- Methode (RNAzol™) (Chomczynski and Sacchi 1987)

Far die Gewinnung von Gesamt-RNA aus den kultivierten Tumorzellen wurde
RNAzol™ verwendet (Peglab, Erlangen). Diese Methode hat den Vorteil, dass mit
RNAzol™ versetzte Proben ohne die Gefahr einer Schadigung der enthaltenen
RNA bis zu sechs Monate bei —80 °C gelagert werden kénnen.

Nach dem unter 3.6 beschriebenen Hypoxieversuch wurden die Zellen im 6-Well
mit 500 pul RNAzol mit einer Pipette abgeldst und aufgenommen, dann entweder
bei —80 °C fir einen spateren Gebrauch tiefgefroren oder direkt fir die RNA-
Extraktion weiter verarbeitet. Um eine Kontaminierung mit RNAsen zu verhindern,
wurde bei allen Arbeitsschritten mit RNA autoklaviertes Material und Handschuhe
verwendet und auf Eis gearbeitet.

Bei einem Probevolumen von 500 pul wurden 50 pl Chloroform (1/ 10)
dazugegeben, 15 Sekunden kraftig geschuttelt (vortexen), bis es eine milchige
Konsistenz ergab, 15 Minuten auf Eis gestellt, dann bei 4 °C, 14.000 rpm 5
Minuten zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig in ein frisches Rdhrchen
tberfuhrt (Fallung der RNA aus der wassrigen Phase), 1 Volumen Isopropanol auf
Uberstand dazugegeben und invertiert, dann 30 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend, bei 4 °C, 14.000 rpm Uber 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, bei 4 °C, 14.000 rpm 10 Minuten
zentrifugiert, das Ethanol vorsichtig aufgenommen und das verbliebene Pellet kurz
an der Luft getrocknet und in 20-50 pul RNAse-freiem Wasser gelost.

Die RNA kann nun flr alle gadngigen Methoden wie z.B. RT-PCR oder Northern-

Blot-Analyse verwendet werden.
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3.8.2 Konzentrationsbestimmung von RNA (Sambrook & Russel, 2001)

Die Konzentration von RNA wurde photometrisch bestimmt. Die Messungen
erfolgten bei A= 260 nm und 280 nm in einer Quarzklvette mit einer Schichtdicke

von d= 1 cm. Fdr die Konzentrationsbestimmung wurde folgende Formel

verwendet:
c[ug/ ml] = ODggo x n x f
mit C = Konzentration der Ausgangslésung
ODgg = optische Dichte bei A= 260 nm
n = Eichfaktor: 50 fir dsDNA, 40 fir ssRNA
f = VerdUnnungsfaktor

Das Verhaltnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm gibt die Verunreinigung
mit Proteinen wieder; fir DNA-Proben sollte das Verhaltnis bei 1,6 bis 1,8 liegen,
fir RNA bei 1,8 bis 2,0.

3.8.3 c-DNA Synthese (RT- PCR)

Reverse Transkriptasen sind virale Enzyme, die in der Lage sind, m-RNA in
komplementare einzelstrangige cDNA (complementary) umzuschreiben. Die
vorliegende m-RNA dient als Matrize, an die sich Oligonukleotidprimer anlagern.
Von diesen Positionen aus wird die neue cDNA in 5’ -3’- Richtung synthetisiert.
Das Erhitzen der Proben nach Ende der Inkubationszeit dient der Inaktivierung der
Reversen Transkriptase und der Trennung der m-RNA-cDNA-Hybride. Die
Reverse Transkription der praparierten RNA erfolgte mittels der MMLV-RT und
nach dem zugehdrigen Protokoll der Firma GIBCO-BRL.

Im ersten Schritt wurde die errechnete Gesamt-RNA-Menge von 2 pg in ein
ReaktionsgefaB vorgelegt, auf ein Probenvolumen von 10 ul mit RNAse freiem
HoO aufgeflllt und anschlieBend in einem Heizblock bei 65 °C , 5 min denaturiert,
um die Sekundarstrukturen der Nukleinsduren zu zerstéren. Danach wurden die
Proben sofort auf Eis gekuhlt.
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Dann wurde ein RT- Mastermix hergestellt:

Primer-Mix:
1 ul pdN6
2 ul dNTP (Nukleotide)

Enzym-Mix:

1uldTT

4 ul Synthese-Puffer fir RT- PCR

1 pl RNase Inhibitor

1 ul MMLV-RT (Reverse Transkriptase)

Zu jeder Probe wurden 10 ul des RT-Mastermixes dazugegeben, so ergab sich ein
Probenvolumen von 20 ul, welches mit einem Schittler gemischt wurde.
AnschlieBend erfolgte die Reverse Transkription bei 39 °C fir 1 h (cDNA-
Synthese), dann bei 92 °C flur 2 min (Inaktivierung) im Heizblock. Die cDNA-
Proben wurden dann auf Eis zur Durchfihrung der PCR/ TagMan- PCR gegeben
oder bei -80 °C eingefroren.

3.8.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Kary B. Mullis entwickelte 1983 das Verfahren der Polymerasen Kettenreaktion
(PCR), ein Verfahren, das die Molekulargenetik revolutionierte und ihm 1993 den
Nobelpreis fir Chemie einbrachte. Mittels der Technik der PCR (polymerase chain
reaction) werden cDNA-Abschnitte spezifisch amplifiziert und die cDNA-
Ausgangsmenge relativ oder absolut bestimmt. Damit ist es rickschlieBend
mdglich, DNA-Transkripte auf m-RNA-Ebene sehr sensitiv zu detektieren und zu
quantifizieren, auch wenn sie nur in sehr geringer Anzahl vorliegen.

Der Ablauf der Polymerasenkettenreaktion entspricht der Replikation in der Zelle,
d.h. eine Polymerase synthetisiert entlang einer Nukleinsdurematrix den dazu
komplementéren Strang.

Genauso wie bei der in vivo Replikation werden fur die PCR auBer Polymerase
und Nukleotiden Primer als Startermolekile bendtigt, ein sense oder forward

primer und ein antisense oder reverse primer. Die Primer flankieren ganz
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spezifisch den Bereich der cDNA, der amplifiziert (= Amplikon) und gemessen
werden soll.
Die Polymerase Kettenreaktion gliedert sich in drei Schritte:
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Abb.10: Schritte der Polymerasen Kettenreaktion (PCR) in der Ubersicht

1. Denaturierung: Bei 90-100 °C werden die Wasserstoffbriicken zwischen den
einzelnen Basen aufgebrochen. Die DNA zerfallt in Einzelstrange.

2. Anlagerungsphase (Annealing): Wéahrend dieser Phase lagern sich die Primer
(rot dargestellt) an die Einzelstrange an. Sie markieren Anfang und Ende des zu
kopierenden DNA-Abschnitts. Primer sind kurze (ca. 20- 30 Basen), synthetisch
hergestellte DNA-Sequenzen, die komplementar zu einer Stelle der DNA-
Einzelstrange sind. Man verwendet immer einen Vor- und einen RlUckwartsprimer,
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der eine lagert sich am 5- 3’ Strang, der andere am 3’- 5 Strang an. Die
Temperatur wahrend der Anlagerungsphase betragt je nach verwendeten Primern
zwischen 40 und 60 °C.

3. Verlangerung (Extension): Bei 72 °C synthetisiert die Tag-Polymerase (grin
dargestellt) von den angelagerten Primern aus die Komplementarstrange. Tag-
Polymerase ist eine hitzestabile DNA aus dem Bakterium Thermus aquaticus.

4. Durch mehrmaliges Wiederholen dieser Schritte (Zyklen) wird die Zielsequenz
exponentiell vervielfaltigt und kann anschlieBend nachgewiesen werden (Quelle:

www.pcr.at).

Zuerst wurde aus den PCR-Reagenzien ein Mastermix wie folgt hergestellt:
PCR- Mastermix:

2,5 ul 10 x PCR Puffer

0,5 ul dNTP (Nukleotide)

1 pl Primer 1

1 pl Primer 2

0,125 pl HST Quiagen (Hotstar)
17,9 ul H20

23 ul Mastermix wurden in 0,2 ml Cups vorgelegt und 2 pl cDNA -Probe
hinzugefugt.

Als Negativ-Kontrolle oder no-template-control enthalten 2 wells pro Primerpaar
pro Platte stets statt cDNA nur Hzodd.
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PCR-Parameter:

1. 15 min 95 °C (Aktivierung der HAST-Polymerase)
2. 10 s 94 °C (Denaturierung)

3. 30s 60 °C (Annealing)

4. 1:30 min 72 °C (Extension)

5. 10 min 72 °C (Komplettierung)

Schritte 2-4 40-mal wiederholen.

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend in einem Agarosegel mittels
Elektrophorese aufgetrennt und durch einen fluoreszierenden Farbstoff unter UV-
Licht als Banden sichtbar gemacht. (s. 3.8.5)

3.8.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse und Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde die Agarose-
Gelelektrophorese eingesetzt. Hierbei wurde die Agarose in 1x TAE (Tris-Acetat-
DTA) in einer Konzentration von 1 % (w/ v) durch Aufkochen gelést, 5 ul
Ethidiumbromid hinzugefigt (Farbung der DNA) und in einen entsprechenden
Gelschlitten gegossen. Zur Analyse von PCR-Produkten wurden 10 pl des
Ansatzes mit 4 pl 5x TAE-Auftragspuffer versetzt. Bei jedem Gel wurde ein
kommerziell erhéltlicher Langenstandard mitgeflhrt, um eine Abschéatzung der
Fragmentlange zu ermdglichen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TAE bei 80-90 V
fir 20-30 Minuten, abhangig von der GréBe des Gels und erwiinschter Auflésung.
Analytische Gele wurden dann auf einem UV-Transluminator (Biometra Biodoc Il)

betrachtet und fotografiert.
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3.8.6 TagMan™- PCR (Quantitative PCR)

Die TagMan™ PCR (Lee et al, 1993) ist eine sehr sensitive Methode, um den
Expressionsgrad unterschiedlicher Gene zu quantifizieren. Durch die Zugabe von
CyberGreen, eines fluoreszierenden DNA-Interkalators, der an doppelstrangige
DNS bindet, kann anhand der Fluoreszenz die Menge des PCR Produkts
gemessen werden. Der Anstieg der Fluoreszenz ist dabei der Menge direkt

proportional.

Um m-RNA-Level zu bestimmen, wurde zunachst mit 2 ug Gesamt-RNA eine
cDNA-Synthese durchgefiihrt (3.8.3). Aus dieser Synthese wurden 2 ul fir die
TagMan™-PCR genommen. Der Ansatz von 25 pl setzte sich wie folgt

Zzusammen:

2,5 ul SYBER-Green (Quiagen)
3,0 ul MgClI?

0,5 ul Primer forward (10 pM)
0,5 ul Primer reverse (10 uM)
0,5 ul dNTP

0,1251 Il HST-Polymerase

17,5 pl H-O

2 ul cDNA-Probe

Die 2 ul cDNA Proben wurden in 0,2 ml PCR-Reagenz-Tubes pipettiert. In jedes
Tube wurden 23 pl TagMan Mastermix dazu pipettiert. Als Negativ-Kontrolle oder
no-template-control enthalten zwei Wells pro Primerpaar pro Platte stets statt
cDNA nur Hzodd' (Ausschluss einer Kontamination)

Die TagMan-Platten wurden kurz zentrifugiert, damit sich die cDNA mit dem
Mastermix mischen und die geringen Volumina auf den Boden der Tubes

gelangen konnten, und anschlieBend in einen PCR-Stander gesteckt und mit
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einem durchsichtigen Kunststoffdeckel versiegelt und mit dem ABI PF{ISM® 7700
von Applied Biosystems analysiert.

Die Parameter fur die PCR wurden wie folgt eingestellt: 15 Minuten bei 95 °C
(Aktivierung HAST Polymerase), dann folgten 40 Zyklen mit 10 Sekunden bei 94
°C (Denaturierung), 30 Sekunden bei 60 °C, 1:30 Minuten bei 72 °C (Annealing/

Extension).

Im ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector erfolgt die Anregung mit einem
Argonlaser und die Aufzeichnung der Daten mit einer CCD-Kamera, die wahrend
der PCR alle sieben Sekunden die Emissionsdaten sammelt. Diese Daten werden
direkt an einen angeschlossenen Computer Gbertragen und dort analysiert. Auf
diesem Wege ist es mdglich, wahrend des Laufes die Zunahme des PCR-
Produktes direkt zu verfolgen. Beim TagMan™-Lauf wird die Startmenge des
Templates anhand eines Schwellenzyklus (threshold cycle, Ct), ab dem das
Signal detektierbar ist, berechnet.

Zum Vergleich der verschiedenen Proben wurde die Deltadelta-Ct-Methode
angewandt, eine sehr effiziente Methode zur relativen Quantifizierung.

Die Ct-Werte der Probe wurden wie folgt mit dem house-keeping-gen verglichen:

—(ACt Probe — Act house-keeping-gen)
= Endwert

Eine Verdopplung dieses Wertes bedeutet eine Verdopplung der gemessenen m-
RNA-Transkripte.
Als house-keeping-gen wurde PBGD verwendet.
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BURCHON RN TR

Abb.11: Schematischer Ablauf einer RT-PCR-Reaktion mit dem Fluoreszenz-
farbstoff SYBR-Green. (Quelle: www.pcr.at)

Nach der Synthese eines neuen DNA-Doppelstrangs kommt es zur Bindung von
mehreren Molekilen SYBR-Green an den neusynthetisierten Strang. Durch die
Bindung des Farbstoffes wird die emittierte Fluoreszenz frei und die Intensitat des
Signals kann gemessen werden. Die Intensitat ist direkt proportional zur Zahl der
vorhandenen Doppelstrange.
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3.8 Das Arbeiten mit Proteinen

3.9.1 Praparation des nuklearen Extraktes

Die pra-konfluenten Zellen wurden in einem mit Stickstoff geflllten ,Gloves bag”
zweimal mit &quilibriertem und temperiertem PBS (37 °C) gewaschen und
anschlieBend ebenfalls mit aquilibriertem, serumfreiem Medium (37 °C) versorgt
und in die Hypoxiekammer gestellt. Die Hypoxiekammer kam wahrend der
Versuchszeit in ein auf 37 °C erwarmtes Wasserbad. Zum Erhalt der Hypoxie
wurde alle 15 min flr 1 min mit 1 % O, 5 % CO,, Rest N> mit einem Flow von ca.
500ml/ min begast.

Bei Beendigung der Hypoxie wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, mit Hilfe eines Cell-scraper von der Kulturschale abgeschabt und in 5
ml PBS aufgenommen. Die Suspension wurde bei 4 °C mit 400 g fir finf Minuten
zentrifugiert. Es war stets darauf zu achten, dass man schnell arbeitete (kurze
Halbwertszeit von HIF-1a in posthypoxischen Zellen) und zu keiner Zeit die
Klhlkette unterbrach. Nach dem Zentrifugieren wurde das Pellet in seinem 4-
fachen Volumen in Puffer A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI +
Proteaseninhibitionsgemisch) resuspendiert und fir zehn Minuten auf Eis gestellt.
Im Anschluss wurden die Zellen in einem Homogenisator flir 10 Sekunden bei
3000 Umdrehung/Minute lysiert. Danach wurde erneut bei 4 °C mit 4500 g fur funf
Minuten zentrifugiert, das Pellet entsprach dann den Zellkernen, die dann in ihrem
2-fachen Volumen in Puffer C (20 mM Tris-HCI, pH 7,8, 1,5 mM MgCl,, 420 mM
KCI, 20% Glycerol + Proteaseninhibitionsgemisch) resuspendiert wurden. Nach
30-mindtigem Schiitteln bei 4 °C wurde zum Abschluss nochmals 30 Minuten bei
10000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand entsprach dem nukleéren Extrakt,
dieser wurde mit flissigem Stickstoff schockgefroren, so dass er bei —80 °C
aufbewahrt werden konnte. Der Proteingehalt wurde mit dem Bradford Protein
Assay (BioRad) ermittelt, als Standard wurde Bovines Serum Albumin benutzt.
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3.9.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode erfolgte nach dem BioRad-Proteinassay®-Protokoll der Firma
BioRad [202]. Verwendet werden blaue S&urefarbstoffe, die als Coomassie-
Brilliantblau bezeichnet werden. In Gegenwart von Proteinen im sauren Milieu
verschiebt sich z.B. das Absorptionsmaximum des Coomassie-Brilliantblau G250
von 465 nm zu 595 nm [203].

Durchfuhrung:

1 ul der Proben mit unbekannter Proteinkonzentration wurde mit 799 ul BiAqua-
Dest. und 200 pul des Farbstoffkonzentrates (BioRAD-Proteinassay®, Coomassie-
Brilliantblau) versetzt, durchmischt, und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Absorption
wurde bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen (Programm: EASY- FIT). Die
Quantifizierung erfolgte durch Erstellen einer Eichkurve mit Proben bekannter
BSA-Konzentrationen (0- 8 ug), geldst in Puffer C (= Hintergrund).

3.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine kénnen nach Denaturierung mit SDS (Natriumdodecylsulfat) in einer
Polyacrylamidmatrix unter Einwirkung eines &uBeren elektrischen Feldes geman
ihrer MolekulargréBe separiert und anschlieBend mit Antikbrpern markiert und
angefarbt werden. Das Polyacrylamidgel kann je nach Anwendungszweck in
Dicke, GroBe, Vernetzungsgrad bzw. PorengréBe variiert werden.

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung des nukledren Extraktes wird ein 7,5 %-

iges kontinuierliches SDS-Polyacrylamid-Gel verwendet.

Vorbereitung der Gele: Die gereinigten Elekirophoreseplatten werden mit
Methanol entfettet, mit Spacern (1 cm) versehen und mit dem Gasket abgedichtet.
Die Trenngellésung wird vorbereitet, durch Hinzugabe von APS startet die
Polymerisation. Nach dem Einflllen des Trenngels wird der obere Gelrand mit
75 ul Propanol Gberschichtet. Die Polymerisation ist bei Zimmertemperatur nach
etwa 35 Minuten abgeschlossen. Nach Abschiitten der Uberschichtung wird der
Oberrand des durchpolymerisierten Gels mit 3x 1 ml Aqua dest. gewaschen,
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danach wird das Sammelgel aufgetragen und mit dem Probenkamm versehen.
Die Polymerisation des Sammelgels betragt ca. 25 Minuten.

AnschlieBend kann der Kamm entfernt und die Elektrophorese zusammengebaut
werden. Es ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen am unteren Rand der
Platten befinden, da diese den Stromfluss behindern kénnten. Nun werden die
Proben nach entsprechender Vorbereitung, der Positivkontrolle und der Marker
aufgetragen.

Trenngel 7,5 %

Acrylamid 3,3 ml
Trenngelpuffer 3,3 ml
Aqua dest. 6,4 ml
10 % SDS 130 pl
Temed 10 ul
APS 75 ul

Trenngelpuffer: 36,5 g Tris (1,5 M) werden in ca. 150 ml Aqua dest. geldst; nach-
dem der pH mit konzentrierter Salzsaure auf 8,8 eingestellt wurde, wird auf 200 ml
mit Aqua dest. aufgefullt.

10 % SDS Lésung: 10 g Natriumdodecylsulfat werden in 100 ml Aqua dest. geldst;
um eine schnelle Lésung der Substanz zu erzielen, empfiehlt sich eine leichte
Warmezufuhr.
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Sammelgel 4 %

Acrylamid 1,34 ml
Sammelgelpuffer 2,5ml
Aqua dest. 6 ml

10 % SDS 100 pl
Temed 10 pl
APS 75 ul

Sammelgelpuffer: 3 g Tris (0,5 M) werden in ca. 40 ml Aqua dest. geldst; nachdem
der pH mit konzentrierter Salzsaure auf 6,8 eingestellt wurde, wird auf 50 ml mit
Aqua dest. aufgefullt.

Vorbereitung der Proben: Die Proben werden zu 8 pl PBS, das mit
Bromphenolblau gefarbt ist, und 2 pl 10x Laemmli-Puffer (als Endkonzentration
resultiert 1x) pipettiert. Nach 5 Minuten denaturieren bei 95°C kommen die Proben
direkt auf Eis. Das anschlieBende Beladen des Gels erfolgt mit einer

Hamiltonpipette.

Trennung: Die Trennung erfolgt bei einer Spannung von 100 V. Die Spannung
bleibt nach Durchlaufen des Sammelgels unverandert. Die Auftrennung ist nach
75 Minute beendet.
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3.9.4 Western Blot

Die Bezeichnung Western Blot geht auf den Namen des Erfinders der Blotting
Technik namens Edwin Southern zurick, der die Methode 1971 fir die
Auftrennung von DNA-Fragmenten und nachfolgender Hybridisierung als Southern
Blotting eingefthrt hat. In Anlehnung an seinen Namen wurde die entsprechende
Auftrennung von Proteinen als Western Blotting bezeichnet. Beim Western Blot
werden in einer SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemische aus der
Polyacrylamidmatrix Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elekirisches Feld
eluiert und auf eine Membran aus Nitrocellulose/ PVDF transferiert. Die Proteine
werden durch hydrophobe Wechselwirkungen an die Transfermembran gebunden.
Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Die
Proteine kdnnen von Antikdrpern erkannt werden, da sie renaturieren und
teilweise ihre Sekundar- und Tertiar-, nicht jedoch ihre Quartarstruktur einnehmen.
Fir diesen elektrophoretischen Transfer sind zwei unterschiedliche Systeme im
Einsatz, das von uns verwendete Semidry-Blot-System und das Tank-Blot-
System. Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran missen zuerst die
freien Bindungsstellen blockiert werden, da sich sonst die Antikdrper an diese
Bindungstellen heften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen unmaéglich
machen wirden. Das Blockieren der freien Bindungsstellen erfolgt mit einem fur
die Antikérper nicht erkennbaren Protein. Daflir eignen sich sowohl BSA (bovine
serum albumin) oder auch Milchpulver. Um die spezifische Bindung der Antikdrper
an die Epitope des Antigens nachzuweisen, wird ein spezies-spezifischer
sekundarer Antikérper verwendet, der mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish
peroxidase = HRP) gekoppelt ist. HRP kann verschiedene Substrate umsetzen,
darunter Diaminobenzidin. Die Produkte bilden ein sichtbares Prazipitat um den
Antigen-Antikdrper-Komplex.

Mit der Western Blot Technik ist es mdglich, Proteine aus SDS-Page-Gelen auf
Nitrocellulose- oder Nylon-Membranen zu Ubertragen und spater mit einem
spezifischen Antikérper zu detektieren. Die Gele werden nach Entnahme aus der
Elektrophoreseapparatur fir finf Minuten in Blot Puffer aquilibriert. Dieser Schritt
ist nétig, um einer GréBenveranderung des Gels wahrend des Transfers

vorzubeugen, da das Gel durch das enthaltene Methanol etwas schrumpft. Tritt
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diese GréBenveranderung wahrend des Transfers auf, ergeben sich diffuse und
verzerrte Banden.

Bei der PVDF-Membran erfolgt die Aquilibrierung durch sukzessives Tauchen in
100 % Methanol (bis die Membran transparent ist, jedoch max. finf Sekunden),
danach wird dreimal finf Minuten in Blot Puffer gewaschen.

Transfer der separierten Proteine auf die PVDF-Membran: Bei einer Semi-dry-
Vorrichtung erfolgt der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran zwischen
zwei horizontal angeordneten Plattenelektroden. Hierfir werden das Gel und die
PVDF-Membran luftblasenfrei zwischen 2x 3 Lagen in Blot Puffer getranktes
Filterpapier = gelegt. Das  ,Sandwich“® wird dann  zwischen die
Kohleplattenelekiroden (unten: Anode, oben: Kathode) der Blotting Apparatur
platziert. Auch hier ist es wichtig, dass keine Luftblasen vorhanden sind, da diese
den Stromfluss und damit den Transfer stéren wirden. Bei all diesen Schritten
wurde fettfrei mit Gummihandschuhen gearbeitet. AnschlieBend erfolgt das
Blotting mit einer Stromstérke von 1,25mA/cm? Gel Uber einen Zeitraum von 60
Minuten.

GATgDE [1":—"""3j

GB004
Gel

Transfer Membrane
GBOO4

Transfer Direction

Rl

ANODE

Abb. 12 Schema eines Semidry- Blot- Sandwiches

Blockieren der freien Bindungsstellen: Die Membran wird nach dem Blot fir 60
Minuten in PBS mit 0,5 % Tween 20 inkubiert. Dadurch werden unspezifische
Bindungsstellen blockiert

Inkubation mit Antikorpern: Nach Blockieren der freien Bindungsstellen wird die
Membran tber Nacht bei 4 °C mit dem spezifischen Erstantikdrper inkubiert. Nach
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der Inkubation wird 3x 5 Minuten mit PBS gewaschen, anschlieBend folgt die
Detektion der Membran mit einem an Meerettich-Peroxidase gekoppelten
Zweitantikbrper gegen den konstanten Erstantikbrper flr eine Stunde bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wiederum dreimaliges Waschen der Membran mit
PBS.

Detektion der Proteinbanden: Meerettich-Peroxidase katalysiert in Gegenwart
eines Oxidationsmittels (H20,) die Reaktion von Diaminbenzidin (DAB) zu einem
farbigen, immobilisierten Endprodukt. Dazu werden 60 mg DAB in 90 ml PBS
gelést, hinzu kommt noch 10 ml 03, %igen NiCls- Lésung, dies flhrt zu einer
weiteren Steigerung der Empfindlichkeit. Gibt man diesem Gemisch 100 pl H>O»
hinzu, dann startet die Reaktion. Die Membran wird mit der Substratlésung bei
Zimmertemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach ausreichender
Visualisierung der Proteinbanden wird die Reaktion durch Entfernen des
Wasserstoffperoxid mittels Spllen mit PBS abgebrochen, bevor der
Membranhintergrund verfarbt wird.

3.9.5 Bestimmung der optischen Dichte

Nach Visualisierung der Proteinbanden wurden die PVDF-Membranen
eingescannt, so dass eine Messung der optischen Dichte der Banden mit Hilfe
eines Programms (TINA) stattfinden konnte.

3.10 HIF-Reportergen-Assay

Die Aktivierung der HIF-abhangigen Gene wurde mit einem Reportergen-Assay
analysiert. Hierfir wurde der Duale-Reportergen-Assay (Promega) mit Firefly- und
Renilla-Luciferase als Reportergene eingesetzt. Dabei stehen die Firefly-
Luciferase-Reportergene unter der Kontrolle des Hypoxie-sensitiven VEGF-
Promoters und die Renilla-Luciferase-Reportergene unter der Kontrolle des nicht
Hypoxie-sensitiven Herpes-Simplex Thymidin-Kinase-Promoters. Die Reporter-
Gen-Vektoren wurden mit Hilfe von kationischen Lipiden in die Zellen transfiziert.
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Der Erfolg wurde durch parallele Transfektion mit einem Plasmid, welches das
Green-Fluorescence-Protein als Markergen tragt, kontrolliert. Nach der
Transfektion wurden die Zellen den Versuchsbedingungen, z.B. Hypoxie,
ausgesetzt. Bei Versuchsende wurden die Zellen in 4° C kaltem Luciferase
Lysepuffer (Promega) lysiert. Im Zellysat wurden sodann mit Hilfe eines
Chemilumineszenz-Verfahrens in einem Bioluminometer (Berthold) die jeweiligen
Reportergen-Aktivitaten, die unter der Kontrolle des Hypoxie-abhangigen und

unabhangigen Promotors stehen, gemessen.

3.11 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion wurde mit dem Lipofektamin™ 2000 Reagent
entsprechend dem Protokoll der Firma GIBCO BRL, Invitrogen (California, USA)
durchgefuhrt. Der Erfolg wurde durch parallele Transfektion mit einem Plasmid,

welches das Green-Fluorescence-Protein als Markergen tragt, kontrolliert.

3.12 Stabile Transfektion

Die stabile Transfektion der H23-Zellen wurde durch einen weiteren Doktoranten
in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. J6rg Hanze im Labor fir Molekulargenetik im
Institut fir Biochemie durchgeflhrt.

3.13 Messung derApoptose mit dem Annexin Assay

Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der
Zellmembran einer lebenden Zelle. Wéahrend der Apoptose wird PS auf die
AuBenseite der Membran transloziert. Annexin V bindet sich an PS. Durch
Markierung von Zellen mit FITC-Annexin V. kann man apoptotische Zellen
durchflusszytometrisch nachweisen. Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran
durchlassig, kann FITC-Annexin V in die Zellen eindringen und sich an die

Innenseite der Membran binden. Daher kénnen bei alleiniger Farbung von Zellen
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mit FITC-Annexin V apoptotische nicht von nekrotischen unterschieden werden.
Man kombiniert daher die FITC-Annexin V-Markierung mit einer Propidium-
iodidfarbung. Das Propidiumiodid (Pl) dringt nur in Zellen mit durchlassiger
Membran, also in nekrotische Zellen, ein. Lebende Zellen sind daher Annexin-
negativ und Pl-negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-positiv und Pl-negativ,
nekrotische Zellen sind Annexin-positiv und Pl-positiv (siehe Abbildung).

Abb.13: Darstellung der Verteilung Ilebender, nektrotischer und
apoptotischer Zellen

Lésungen:

Inkubationspuffer: Herstellung einer Lésung, die 10 mM Hepes / NaOH, pH 7,4,
140 mM NaCl und 5 mM CacCl, enthalt

Propidium-lodid-Lésung: Stammlésung mit 50 pg/ ml
Annexin-V-Fluos-Markierungslésung: 20 pl Annexin-Stammlésung + 1000 pl
Hepes-Puffer + 20 ul PJ

Farbeprozedur:

Nachdem die Zellen mit Trypsin von den Kulturplatten gelést worden sind, werden
sie zum Wiederherstellen der Membran-Integritat fir 15 min in 50 % FCS inkubiert
und anschlieBend fir 5 min bei 1200 g zentrifugiert. Zur Messung der
Apoptionsrate werden nun die Zellen mit PBS gewaschen und bei 200 g funf
Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird fir 10 — 15 Minuten in 100 pl Annexin-V-
Fluos-Markierungslésung nach Resuspendieren inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren fur funf Minuten bei 200 g wird das Pellet in 0,4 ml Inkubationspuffer
aufgenommen. Die Analyse findet am Durchflusszytometer (488 nm Exitation, 515
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nm Bandpass Filter fir Fluorescein-Detektion, Filter > 560 nm fir PJ-Detektion)

statt.

3.14 Statistische Auswertung der dargestellten Ergebnisse

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM).
Die Daten wurden mittels t-Test auf ihre Signifikanz Gberprift. Unterschiede
zwischen verschiedenen Versuchsgruppen wurden durch eine einfaktorielle Anova
Varianzanalyse ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt,

entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%.
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4. Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Im Mittelpunkt der Dissertationsschrift steht die Charakterisierung der humanen,
pulmonalen kleinzelligen (H69) und nicht kleinzelligen Tumorzelllinien (A549 und
H23), bezlglich der Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2o0 und HIF-3a; des
angiogenetischen Faktors VEGF, des zentralen Enzyms der Glykolyse PGK, des
Tumorsuppressorgens PTEN und des Tumoronkogens HER2(neu) und der
Apoptoserate unter Normoxie und Hypoxie.

Besonderes Interesse galt hierbei dem Einfluss von Hypoxie auf HIF-1o auf
Protein- und m-RNA-Ebene und dessen Effekt auf das Zielgen VEGF und
Apoptose.

Auf dieser Grundlage aufbauend sollte untersucht werden, welche Rolle eine
Uberexpression von HIF-1a, welches in einigen Tumoren (iberexpremiert vorliegt
[67, 185], in transfizierten H23-Zellen auf die Induzierbarkeit der HRE-Aktivitat von
HIF, der m-RNA- und / oder Proteinexpression von VEGF spielt.

Des Weiteren folgten, basierend auf der Arbeit von Zundel et al. 2000 [122] und
Semenza et al. 2001 [164], weiterflhrende Untersuchungen zu alternativen
Regulationsmechanismen® von HIF-1ac am Beispiel des Tumorsuppressorgens
PTEN [122] und des Tumoronkogens HER2(neu). [164].
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4.2 Charakterisierung der humanen, pulmonalen Tumorzell-
linien A549, H23 (NSCLC) und H69 (SCLC)

4.2.1 Hypoxie induziert die Proteinexpression von HIF-1a in A549, H23, H69

und weiteren Tumorzellen

In dieser Dissertationsschrift sollte zun&chst untersucht werden, welchen Einfluss
die Hypoxie auf die Proteinexpression von HIF-1a in Tumorzellen hat. Dafir
wurden die Zellen fir 4 h in Normoxie (21 % O.) und Hypoxie (1 % Oy) kultiviert.
AnschlieBend erfolgte nach Praparation des nuklearen Extraktes im Westernblot-
Verfahren eine Darstellung von HIF-1a.

Es zeigt sich eine deutliche Induktion der HIF-1a-Proteinexpression unter Hypoxie
in allen Tumorzellen. Bei den H23-Zellen war Uberraschenderweise HIF-1a auch

unter Normoxie nachweisbar.

Abb. 14a
A549 CaCo H23 H69
Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Positiv
¥
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2000 -
1000 -
0
A549 CaCo H23 H69 CHO
Abb.14b

Abb.14: Induktion der Proteinexpression von HIF-1a in den Tumorzellen
A549, CaCo, H23, H69 und CHO.
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Abb. 14a zeigt einen reprasentativen Western-blot der Tumorzellen A549, CaCo,
H23 und H69-Zellen aus drei unabhangigen Experimenten.

In der Abb. 14b ist die densitometrische Analyse der HIF-1a-Proteinexpression
dargestellt. OD/mm2 steht fir die optische Dichte, was der Farbung der
Blotmembran entspricht.

Die CaCo-Zellen stammen von einem humanen Kolonkarzinom. CHO ist eine
Tumorzelllinie vom Ovarialkarzinom des Hamsters.

4.2.2 HIF-10, HIF-20a, HIF-3a werden auf m-RNA Ebene nicht reguliert

Es sollte untersucht werden, ob die Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a
auf m-RNA Ebene reguliert werden bzw. ob Hypoxie zu einer Induktion der m-
RNA Expression fuhrt. Dazu wurden die Zelllinien fir 24 h unter normoxischen
(21 % O2) und hypoxischen (1 % Oz) Bedingungen kultiviert. Dann erfolgte nach
Extraktion der RNA mit der Phenol-Guanidinium-Thiocynat-Methode (RNAzol) die
c-DNA Synthese und im Anschluss die Quantitative PCR (Tagman-PCR).

35
3 O H23
25 0O H69
5 m A549
15
1
] %F'
0

Normoxie Hypoxie

HIF-1

relative HIF m-RNA

Normoxie Hypoxie

HIF-2

Normoxie Hypoxie
HIF-3

Abb.15: Darstellung der m-RNA Expression von HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a der
Tumorzellen H23, H69 und A549 unter 24 h Normoxie bzw. Hypoxie

Die Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a, HIF-8a werden auf m-RNA-Ebene
nicht reguliert, d.h. unter Hypoxie konnte keine signifikante Induktion der m-RNA
gezeigt werden. Bei A549-Zellen ist die HIF-2a m-RNA-Expression sowohl in
Normoxie als auch unter Hypoxie signifikant hdher als bei H23- und H69-Zellen.
Die Mittelwerte stammen von vier unabhangigen Experimenten (x SEM) mit
*p<0,05.
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4.2.3 Hypoxie induziert die m-RNA-Expression des Zielgens VEGF

VEGF ist das wichtigste Zielgen von HIF-1a, es spielt eine entscheidende Rolle in
der Angiogenese, ist daher fur die Adaptation an Hypoxie und somit fir die
Tumorprogression von entscheidender Bedeutung.

Wir untersuchten die VEGF m-RNA-Expression unter Normoxie und Hypoxie auf
deren Induzierbarkeit unter Hypoxie.
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Abb.16: Darstellung der Induzierbarkeit der VEGF m-RNA-Expression unter
Hypoxie bei H23, H69 und A549

Dargestellt ist die m-RNA-Expression von VEGF unter 24 h Normoxie bzw.
Hypoxie bei H23, H69 und A549-Zellen. Die Mittelwerte stammen von vier
unabhangigen Experimenten (£ SEM) mit *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.

Bei A549 ist eine Induktion der m-RNA-Expression unter Hypoxie hochsignifikant
bei H23 und signifikant bei H69 nachweisbar.
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4.2.4 Hypoxie induziert die Proteinexpression von VEGF

Als Né&chstes untersuchten wir die Proteinexpression von VEGF unter Normoxie
und Hypoxie. Hier wurden die Tumorzellen in 24 h Normoxie und Hypoxie kultiviert
und anschlieBend das VEGF-Peptid im Zelliberstand immunologisch mittels
ELISA gemessen. Auch hier sollte gezeigt werden, ob die Proteinexpression unter
Hypoxie induzierbar ist und ob Unterschiede zwischen den Zellen bestehen.
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Abb.17: Messung der Proteinexpression von VEGF unter Normoxie und
Hypoxie bei H23, H69 und A549

Dargestellt ist die Proteinexpression von VEGF unter 24 h Normoxie bzw. Hypoxie.
Das Peptid wurde im Zelliberstand im humanen VEGF-ELISA immunologisch
nachgewiesen und in pg/ml gemessen.

Die Mittelwerte stammen von acht unabhangigen Experimenten (£ SEM) mit
*p<0,05, **p<0,01und ***p<0,001.

Die Proteinexpression von VEGF war bei H23-Zellen bereits in Normoxie um den
Faktor 7 mit ***p<0,001 héher als bei den H69- und um den Faktor 2,5 mit *p<0,05
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héher als bei den A549-Zellen. H23-Zellen zeigten die geringste, aber noch
signifikante Induktion der VEGF-Proteinexpression unter Hypoxie. A549 zeigte
eine signifikante Steigerung der Proteinexpression (ca. Faktor 2) unter Hypoxie.
Bei H69 war im Vergleich nur wenig VEGF nachweisbar, zeigte aber mit p<0,01
ebenfalls eine signifikante Steigerung (ca. Faktor 3) unter Hypoxie.

H23-Zellen zeigten aber insgesamt eine signitkant hoéhere VEGF-
Proteinexpression unter Hypoxie im Vergleich zu H69 und A549.

4.2.5 Hypoxie induziert die m-RNA Expression von PGK, einem Zielgen der
Glykolyse

Ein weiteres Zielgen von HIF-1a ist PGK, dessen Peptid ein entscheidendes
Enzym der Glykolyse darstellt und fur die metabolische Adaptation an Hypoxie
mitveranwortlich ist. Aufgrund dieser Tatsache musste die m-RNA Expression von
PGK unter Hypoxie induzierbar sein, was wir in der folgenden Untersuchung
zeigen konnten.
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Abb. 18: Der Effekt von Hxpoxie auf die Induktion der m-RNA Expression von
PGK in H23, H69 und A549-Zellen

Hier ist die m-RNA-Expression von PGK unter Normoxie und Hypoxie bei H23-,
H69-, und A549-Zellen dargestellt. Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen
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Versuchen (x SEM) mit * p<0,05.
Unter Hypoxie ist bei diesen Zellen eine signifikante Steigerung der m-RNA-
Expression von PGK zu erkennen.

4.2.6 Die m-RNA des Tumorsuppressorgens PTEN ist in H23-, H69- und
A549-Zellen nachweisbar, wird aber nicht reguliert

Der Funktionsverlust oder die Mutation von Tumorsuppressorgenen spielen eine
wichtige Rolle in der Tumorgenese.

Die Rolle von PTEN als Tumorsuppressorgen (TSG) ist mehrfach belegt. Des
Weiteren ist eine Mutation bzw. ein Funktionsverlust von PTEN in einigen
Tumoren nachweisbar [125, 126, 127].

Studien von Zundel et al. und anderen zeigten eine Supprimierung von HIF-1a
und VEGF durch das ,intakte” PTEN und deren Induktion bei Funktionsverlust von
PTEN in Tumorzellen [122, 123, 124]. PTEN und die weitere Signalkaskade
stellen somit einen ,alternativen Regulationsmechanismus® von HIF-1a dar.
Zunachst untersuchten wir, ob PTEN auf m-RNA Ebene nachweisbar ist und ob
eine Regulation der m-RNA-Expression dieses Tumorsuppressorgens in den drei

Tumorzelllinien vorliegt.
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Abb. 19: Darstellung der m-RNA-Expression von PTEN unter Normoxie und
Hypoxie in H23-, H69- und A549-Zellen
Die Mittelwerte stammen aus vier unabhéangigen Experimenten (£ SEM).
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Die Zellen wurden fir 24 h in Normoxie bzw. Hypoxie kultiviert. Dann erfolgte nach
Extraktion der RNA mit der Phenol-Guanidinium-Thiocynat-Methode (RNAzol) die
c-DNA Synthese und im Anschluss die quantitative PCR (Tagman-PCR).

PTEN zeigte keine signifikante Induktion der m-RNA-Expression unter Hypoxie in

allen drei Tumorzelllinien, das heif3t PTEN wird auf m-RNA-Ebene nicht reguliert.

4.2.7 Hypoxie hat bei A549- einen pro- und bei H23- und H69-Zellen einen
anti-apoptotischen Effekt

Zur Erganzung der Charakterisierung dieser Tumorzellen sollte in dieser
Dissertationsschrift der Effekt der Hypoxie auf die Apotoserate in H23-, H69- und
A549-Zellen untersucht werden.
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Abb. 20: Darstellung der Apoptoserate unter Normoxie und Hypoxie in A549,
H23- und H69-Zellen

Die Zellen wurden 24 h in Normoxie und Hypoxie kultiviert, mit der Annexin-V-
Fluos-Markierungslésung inkubiert und anschlieBend die Apoptose im FACS
gemessen. Die Normoxie-Gruppe entspricht stets 100%.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (£ SEM) mit *p< 0,05,
**p< 0,01 und ***p< 0.001.

Entzog man den A549-Zellen den Sauerstoff, kam es zu einer hochsignifikanten
Erhdhung der Apoptose-Rate von ca. 60 % mit ***p< 0.001.
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Im Vergleich zeigten H23-Zellen eine signifikante Reduktion der Apoptoserate von
50 % mit **p< 0,01 und H69 von 20 % mit *p< 0,05 unter Hypoxie.
Hypoxie hat in A549-Zellen einen pro- und in H23- und H69-Zellen einen anti-

apoptotischen Effekt.
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4.3 Die Uberexpression von HIF-10. und PTEN hat keinen EinfluB
auf die HRE-Aktivitat von HIF-1 in ,,transient” transfizierten H23-

Zellen

In dieser Dissertationsschrift sollte gezeigt werden, welche Rolle eine
Uberexpression von HIF-1a, welches in einigen Tumoren lberexpremiert vorliegt
[67, 185], in ,transient” transfizierten H23-Zellen auf die Induzuierbarkeit der HRE-

Aktivitat von HIF-1 spielt, was zur Aktivierung der Zielgene von HIF-1 fihrt.

Die Rolle von PTEN als Tumorsuppressorgen (TSG) ist mehrfach belegt. Des
Weiteren ist eine Mutation bzw. ein Funktionsverlust von PTEN in einigen
Tumoren nachweisbar [125, 126, 127].

Basierend auf der Arbeit von Zundel et al. 2000 sollte gezeigt werden, ob eine
Uberexpression des ,intakten“ PTEN in ,transient” transfizierten H23-Zellen zu
einer Inhibition der HRE-Aktivitat von HIF-1 flhrt.

Hierfir wurden die Plasmide mit Hilfe von kationischen Lipiden, der Lipofektion,
entsprechend dem Protokoll, mit Lipofectamin 2000™ in die H23-Zellen transfiziert
(transiente  Transfektion). Danach  wurden sie entsprechend den
Versuchsbedingungen fir 24 h in Normoxie und Hypoxie kultiviert. AnschlieBend
erfolgte im Reportergen Assay eine Messung der HRE-Aktivitat (RLU= relative
light units).

Die Uberexpression sowohl von HIF-1a als auch des Tumorsuppressorgens PTEN
zeigten keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle PMG, einem
promoterlosen Plasmid, bezlglich der Induktion / Reduktion der HRE-Aktivitat

unter Hypoxie.
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Abb. 21: Darstellung der HRE-Aktivitit von HIF-1 bei Uberexpression von
HIF-1a und PTEN in H23-Zellen durch ,,transiente® Transfektion

Die Reporter-Gen-Vektoren wurden mit Hilfe von kationischen Lipiden in die H23-
Zellen transfiziert und 24 h in Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Als Kontrolle diente das promoterlose Plasmid PMG.

Die Mittelwerte stammen aus fiinf unabhangigen Versuchen (x SEM) mit *p<0,05.

Betrachtet man die Kontrolle PMG (ein promoterloses Plasmid), zeigt sich eine
signifikante Steigerung der HRE-AKktivitat in Hypoxie um ca. Faktor 3. Die mit HIF-
1o transfizierten Zellen zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe einen Anstieg in
Normoxie um ca. Faktor 4. Der Faktor der Hypoxie-Induktion der HIF-1o-Gruppe
betragt ca. 2, wie der des Tumorsuppressorgens PTEN.

Die Uberexpression von HIF-1o zeigt, bis auf in Normoxie, keinen signifikanten
Unterschied in der Steigerung der HRE-Aktivitat zur Kontrolle PMG. PTEN zeigt
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied.

Die vermutete inhibitorische Wirkung auf die HRE-Aktivitat insbesondere durch
PTEN (nach Zundel et al. 2000) hatte sich nicht bestatigt.
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4.4 Betrachtung der mit HIF-1a und PTEN ,,stabil“ transfizierten
H23-Zellen

Die stabile Transfektion der H23-Zellen wurde durch einen weiteren Doktoranten
in Zusammenarbeit mit Herrn PD. Dr. J6rg Hanze im Labor fir Molekulargenetik
im Institut fGr Biochemie durchgefihrt.

Auch hier sollte untersucht werden, ob die Uberexpression von HIF-1a. einen
steigernden bzw. PTEN, basierend auf der Arbeit von Zundel et al. 2000, einen
hemmenden Einfluss auf die HRE-Aktivitat sowie ,downstream® auf die m-RNA-

oder Protein-Expression von VEGF hat.

4.4.1 Die Uberexpression von HIF-1o. und PTEN hat keinen Effekt auf die
HRE-AKktivitat von HIF-1 in ,,stabil“ transfizierten H23-Zellen

Bei den transient transfizierten H23-Zellen zeigten die Uberexpression sowohl von
HIF-1ao als auch des Tumorsuppressorgens PTEN keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (PMG) bezlglich der Induktion der HRE-
Aktivitdt unter Hypoxie. Die Versuchsreihne wurde noch einmal mit ,stabil®
transfizierten H23-Zellen wiederholt.

35000 - *
30000 -
25000 -

20000 - O Normoxie
15000 - m Hypoxie

RLU

10000 -
5000 -

0
PMG HIF PTEN

Abb.22: Der Effekt der Uberexpression von HIF-1a und PTEN auf die HRE-
Aktivitat von HIF in ,stabil” transfizierten H23-Zellen
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Die H23-Zellen wurden mit PMG, HIF-1o und PTEN stabil transfiziert und 24 h in
Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Als Kontrolle diente das promoterlose Plasmid PMG.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (x SEM) mit *p<0,05.

Im Vergleich zur Kontrolle PMG zeigte sich eine signifikante Steigerung der HRE-
Aktivitdt mit *p<0,05 unter Hypoxie um ca. Faktor 2. Der Faktor der Hypoxie-
Induktion der HIF-1o-Gruppe betrug ebenfalls ca. 2, wie der des
Tumorsuppressorgens PTEN. Im direkten Vergleich mit der Kontrolle PMG zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede.

Das heiBt die Uberexpression von HIF-1o zeigte erneut keine signifikante
Steigerung der HRE-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle PMG. PTEN zeigte
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied.

Die vermutete inhibitorische Wirkung auf die HRE-Aktivitat insbesondere durch
PTEN hatte sich erneut nicht bestatigt.
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4.4.2 Auswirkungen der Uberexpression von HIF-1o und PTEN auf die m-

RNA Expression der Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a und
PTEN in ,,stabil“ transfizierten H23-Zellen
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Abb. 23: Darstellung der m-RNA-Expression von HIF-1a und HIF-2a in H23
Zellen, die mit HIF-1o0. und PTEN ,,stabil transfiziert wurden

Die H23-Zellen wurden mit PMG, HIF-1o und PTEN stabil transfiziert und 24 h in
Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (£ SEM) mit
***p<0,001.

PMG ist ein promoterloses Plasmid und diente als Kontrolle.

Bei den H23-Zellen, die mit HIF-1o ,stabil“ transfiziert wurden, war die
Uberexpression der m-RNA sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie mit
***p<0,001 hochsignifikant nachweisbar. Wie erwartet, waren HIF-1a wie auch die
weiteren Transkriptionsfaktoren nicht auf m-RNA-Ebene reguliert.

PTEN zeigte keinen Einfluss auf die Transkriptionsfaktoren. Ubersichtshalber ist
HIF-3 nicht dargestellt, aber auch hier zeigte sich erneut keine Regulation auf m-
RNA-Ebene.

Die Uberexpression von HIF-1a konnte auf m-RNA-Ebene bestétigt werden.
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Abb. 24: Darstellung der m-RNA-Expression von PTEN in H23 Zellen, die mit
HIF-1o und PTEN ,,stabil“ transfiziert wurden

Die H23-Zellen wurden mit PMG, HIF-1o und PTEN stabil transfiziert und 24 h in
Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (£ SEM) mit
***n<0,001.

PMG ist ein promoterloses Plasmid und diente daher als Kontrolle.

Bei den H23-Zellen, die mit PTEN ,stabil* transfiziert wurden, war die
Uberexpression der PTEN m-RNA sowohl in Normoxie, als auch in Hypoxie
hochsignifikant nachweisbar. Wie erwartet, waren diese auf m-RNA-Ebene nicht
reguliert.

Die Uberexpression von PTEN konnte auf m-RNA-Ebene bestétigt werden.
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4.4.3 Die Uberexpression von HIF-10. und PTEN hat keinen EinfluB auf die m-

RNA-Expression bei den Zielgenen VEGF und PGK in ,,stabil” transfizierten
H23-Zellen

Da bereits eine Hypoxie-induktion der m-RNA Expression von VEGF in H23-Zellen
gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob eine Uberexpression von HIF-1a
eine zusatzliche Steigerung und PTEN eine Reduktion der m-RNA Expression von
VEGF zur Folge haben (Zundel et al. 2000).
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Abb. 25: Darstellung der m-RNA-Expression von VEGF in H23-Zellen, die mit
HIF-1o und PTEN ,,stabil“ transfiziert wurden
Die H23-Zellen wurden mit HIF-1oo und PTEN stabil transfiziert und 24 h in

Normoxie und Hypoxie kultiviert. Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen
Versuchen (x SEM) mit *p<0,05.

PMG ist ein promoterloses Plasmid und diente daher als Kontrolle.

Alle transfizierten Zellreihen zeigten mit *p< 0,05 eine Induktion der VEGF m-RNA-
Expression unter Hypoxie.

Vergleicht man sie jedoch mit der Kontrolle PMG, zeigt sich kein signifikanter
Unterschied unter den Versuchsgruppen, d. h. die Uberexpression von HIF-1a
fuhrt zu keinem Anstieg und PTEN zu keiner Reduktion der m-RNA-Expression,

weder unter Normoxie noch unter Hypoxie.
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Da eine Hypoxie-Induktion der m-RNA-Expression von PGK in H23-Zellen gezeigt
werden konnte, stellte sich die Frage, ob auch hier eine Uberexpression von HIF-

10 eine Steigerung und PTEN eine Reduktion der m-RNA-Expression von PGK
zur Folge haben.
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Abb. 26: Darstellung der m-RNA-Expression von PGK in H23-Zellen, die mit
HIF-1a und PTEN ,,stabil“ transfiziert wurden

Die H23-Zellen wurden mit HIF-1oo und PTEN stabil transfiziert und 24 h in
Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (x SEM) mit *p<0,05
und **p<0,01.

PMG ist ein promoterloses Plasmid und diente daher als Kontrolle.

Alle transfizierten Zellreihen zeigten eine signifikante Induktion der PGK m-RNA-
Expression unter Hypoxie.

Vergleicht man sie mit der Kontrolle PMG, zeigt sich kein signifikanter Unterschied
unter den Versuchsgruppen, d. h. die Uberexpression von HIF-1a fiihrt zu keinem
Anstieg und PTEN zu keiner Reduktion der m-RNA-Expression von PGK, weder
unter Normoxie noch unter Hypoxie.



Ergebnisse Seite 75

4.4.4 Die Uberexpression von HIF-1a und PTEN hat keinen Effekt auf die
Protein-Expression des Zielgens VEGF in ,,stabil“ transfizierten H23-Zellen
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Abb. 27: Darstellung der Protein-Expression von VEGF in H23-Zellen, die mit
HIF-1a und PTEN ,,stabil“ transfiziert wurden

Die H23-Zellen wurden mit HIF-1oc und PTEN ,stabil* transfiziert und 24 h in
Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Versuchen (£ SEM) mit *p<0,05,
**p<0,01.

PMG ist ein promoterloses Plasmid und diente als Kontrolle.

Alle transfizierten Zellreihen zeigten eine signifikante Induktion der Protein-
Expression von VEGF unter Hypoxie.

Vergleicht man sie jedoch untereinander mit der Kontrolle PMG, zeigt sich kein
Unterschied unter den Versuchsgruppen, d. h. die Uberexpression von HIF-1a
fohrt zu keinem Anstieg und PTEN zu keiner Reduktion der VEGF

Proteinexpression, weder unter Normoxie noch unter Hypoxie.
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4.5 Der Effekt von Hypoxie auf das Onkogen HER2(neu) in H23-,
H69- und A549-Zellen

Neben den Tumorsuppressorgenen spielt auch die Aktivierung von Proto-
Onkogenen zu Onkogenen eine wesentliche Rolle in der Tumorgenese.

Das Onkogen HER2(neu) ist in vielen humanen Adenokarzinomen amplifiziert
bzw. Uberexprimiert, insbesondere im Mammakarzinom [164], in Magen-[178] und
Lungentumoren (NSCLC) [195].

Die Arbeit von Semenza et al. 2001 belegte einen weiteren ,alternativen
Regulationsmechanismus® durch HER2(neu), ein Onkogen, das ebenfalls Uber die
PI3-Kinase-Kaskade downstream Uber AKT und FRAP zu einer Steigerung der
HIF-1a-Proteinexpression und der VEGF-Expression fuhrt [164]. Die
Arbeitsgruppe von Yan M. Li et al. konnte 2005 ebenfalls eine Steigerung der
Translationsaktivitat HIFs via der PI3-Kinase und AKT in HER2(neu)
Uberexprimierten Mammakarzinom-Zelllinien unabhangig von Hypoxie zeigen, was
zu einer Oy unabhéangigen Induktion der VEGF-Expression fuhrte [163].

Zunéachst untersuchten wir, ob HER2(neu) auf m-RNA-Ebene nachweisbar ist und
ob eine Regulation der m-RNA-Expression dieses Onkogens in den drei
Tumorzelllinien unter Hypoxie vorliegt.
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Abb. 28: Darstellung der relativen HER2(neu) m-RNA-Induktion in H23-, H69-
und A549-Zellen unter Einfluss von Hypoxie

Die Zellen wurden 24 h unter Normoxie und Hypoxie kultiviert.

Dann erfolgte nach Extraktion der RNA mit der Phenol-Guanidinium-Thiocynat-
Methode (RNAzol), die c-DNA-Synthese und im Anschluss die Quantitative PCR
(Tagman-PCR).

Die Mittelwerte stammen aus vier unabhangigen Experimenten (x SEM) mit
*p<0,05.

Die H23-Zellen zeigten eine signifikante Induktion der m-RNA-Expression unter
Hypoxie, die in H69- und A549-Zellen nicht nachweisbar war. HER2(neu) war bei
H69-Zellen (SCLC) nur minimal exprimiert.

Die HER2(neu) m-RNA-Expression war bei H23- signifikant héher als bei A549-
und hochsignifikant héher als bei H69-Zellen.



Diskussion Seite 78

5. Diskussion

Grundlage dieser Studie war die Charakterisierung der humanen, pulmonalen
Tumorzelllinien A549 und H23 (NSCLC) sowie H69 (SCLC) bezlglich der
Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a, des angiogenetischen Faktors
VEGF, des zentralen Enzyms der Glykolyse PGK, des Tumorsuppressorgens
PTEN und des Tumoronkogens HER2(neu) und der Apoptoserate unter Normoxie
und Hypoxie. Im Mittelpunkt der Arbeit stand HIF-1a und dessen Einfluss auf das
Zielgen VEGF, das eine entscheidende Schllsselrolle in der Angiogenese und
somit Adaptation an Tumorhypoxie spielt.

Die Entstehung der Tumorhypoxie liegt vor allem in der schnellen Proliferation des
Tumorgewebes begriindet. Die Tatsache, dass Tumore nur bis zu einer GroBe
von 100-200 um allein durch Diffusion versorgt werden kénnen, macht deutlich,
dass das Wachstum solider Tumoren von einer ausreichenden Angiogenese
abhangig ist [89]. Ein niedriger O.-Partialdruck (pO.) ist daher ein typisches
Charakteristikum beinah aller Formen solider Tumoren, einschlieBlich des
Gehirns, Colons, Brust, Cervix, Prostata, Kopfes und Halses [6]. Gut erforscht ist
der Zusammenhang, dass fast alle Tumore einen niedrigeren medianen pO,
haben als das urspringliche Gewebe. Messungen der Oxygenierung mittels
Mikroelektroden ergaben einen durchschnittliche Sauerstoffpartialdruck von etwa
40-50 mmHg in ,normalem” Gewebe im Vergleich zu Werten um 5-10 mmHg und
weniger, die in Tumorzellen gemessen wurden [156, 157]. Zusétzlich zeigten
klinische Studien, dass in einigen Fallen das invasive Wachstum und die
metastatische Streuung mit dem Grad der Tumorhypoxie assoziert sind [158, 159].
Dies macht deutlich, dass eine Adaptation an Hypoxie fir die weitere
Tumorprogression von entscheidender Bedeutung und klinisch-therapeutischer
Relevanz ist.

Die Identifizierung von HIF-1 als Hauptregulator der Oz-abhdngigen
Genexpression war ein erster groBer Schritt in der Analyse des Mechanismus,
welcher der Adaptation an hypoxische Bedingungen zu Grunde liegt.
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Mehr als 100 Zielgene wurden bisher identifiziert und die Anzahl scheint weiter zu
steigen [206]. Die Bindung von HIF-1 an das HRE fUhrt zur gezielten
Uberexpression von verschiedenen Genen und deren Proteinen, welche die
Antwort des Organismus auf systemischer, lokaler und zellularer Ebene,
insbesondere unter hypoxischen Bedingungen, regulieren [5, 7]. Diese Zielgene
spielen insbesondere in der Tumorgenese und Tumorprogression eine
entscheidende Rolle, da deren Proteine einen Einfluss auf die Erythropoese [67],
Angiogenese [68], das Zellwachstum und Proliferation [142], Glykolyse zur
anaeroben Ennergiegewinnung [69], Glukose-Transporter [70, 71], Eisen- und
Energie-Metabolismus und die Apoptose haben [67].

Es ist bereits mehrfach belegt, dass die HIF-1a-Induktion in Hypoxie entscheidend
durch intrazellulare Stabilisierung entsteht. Dies erfolgt aufgrund einer Blockade
der O.-abhangigen Hydroxylierung via PHD (Prolylhydroxylase) und dem damit
ausbleibenden Abbau Uber das Ubiquitin-Proteosom-System via pVHL
(Genprodukt des von Hippel-Lindau), was zur Kumulation der HIF-1o-Untereinheit
fuhrt [12, 13, 14]. Danach transloziert die phosphorylisierte a-Untereinheit,
unabhangig von der B-Untereinheit, in den Zellkern, dimerisiert mit HIF-13 und der
daraus resultierende HIF-1-Komplex bindet an eine spezifische Basensequenz,
das hypoxia responsive element (HRE) [15, 23], welches bei vielen hypoxie-
adaptiven Genen in der Promoterregion vorhanden ist. Dies fuhrt zur
transkriptionellen Aktivierung zahlreicher Zielgene und damit zu einer Adaptation

an die Hypoxie.

Der Einfluss von Hypoxie auf HIF-1qa, HIF-2a. und HIF-3a

Vor dem Hintergrund der gegenwartigen Forschung sollte zun&chst untersucht
werden, welchen Einfluss die Hypoxie auf die Proteinexpression von HIF-1a in
den Tumorzelllinien A549, H23 (NSCLC) und H69 (SCLC) hat. Auch ich konnte
eine deutliche Induktion der HIF-1o-Proteinexpression unter Hypoxie in allen
Tumorzellinien im Western Blot zeigen.

Untersuchungen in dieser Arbeit zur m-RNA-Expression in Normoxie und Hypoxie
in A549, H23 und H69-Zellen zeigten jedoch, dass die Transkriptionsfaktoren HIF-
1a, HIF-2a und HIF-3a auf m-RNA-Ebene nicht reguliert werden, was erneut

belegt, dass die HIF-1a-Induktion in Hypoxie entscheidend durch intrazellulare
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Stabilisierung und damit einhergehender Kumulation und nicht durch gesteigerte
Transkriptionsraten entsteht. Dass die Transkriptionsfaktoren auf m-RNA-Ebene
nicht reguliert werden, konnte unter anderem durch Huang et al. 1996 und viele
andere bestatigt werden [11, 7, 161]. Es gibt jedoch eine Arbeitsgruppe, die eine
gesteigerte m-RNA bei HIF-3a nach zwei Stunden postuliert — wie ist bisher nicht
bekannt und bedarf weiterer Analysen [39]. Weitere Untersuchungen durch Ushida
et al. 2004 beschreiben eine HIF-1aa m-RNA-Regulation unter prolongierter
Hypoxie. Diese wird vermutlich durch eine anti-sense m-RNA vermittelt [205]. Des
Weiteren haben H&nze und Rose et al. 2003 ein Modell zur differentiellen
Regulation der HIF-1a m-RNA etabliert. Durch Transfektion einer si-RNA konnte
eine Inhibition der m-RNA in A549-Zellen gezeigt [204] werden. Dieser

Mechanismus der HIF-1a m-RNA-Regulation bedarf aber weiterer Analysen.

Bei H23-Zellen war das HIF-1a-Protein bereits in Normoxie im Western Blot
nachweisbar, welches normalerweise unter Normoxie nicht nachweisbar ist [14],
da es nach Hydroxylierung zweier Prolin-Reste durch die Prolylhydroxylase (PHD)
(und Acetylierung durch ARD1 [44] ) innerhalb der ODD-Domane [16, 17] und
anschlieBend Uber eine E3-Ubiquitin-Ligase (E3-UL) mit dem von Hippel Lindau
Protein (pVHL) als Erkennungskomponente gebunden und durch Ubiquitinierung
und nachfolgende proteosomale Lyse abgebaut wird [13, 11, 15].

Dies lasst darauf schlieBen, dass es ,alternative Regulationsmechanismen® zur
Stabilisierung und / oder Aktivierung von HIF-1a in H23-Zellen in Normoxie geben
muss.

Beispiele fur ,alternative Signaltranduktionswege®, die zur Stabilisierung und / oder

Aktivierung von HIF-1a in Normoxie fihren, sind:

1. Wachstumsfaktoren (growth factors/ GF): epidermal growth factor (EGF)
[49], der platelet-derived growth factor (PDGF) [50], der transforming
growth factor-81 (TGF-B1) [50] IGF1 und IGF2 (insulin-like growth factors)
[52] und Insulin [52]

2. Zytokine: TNF-a (Tumornekrosefaktor) [53], Interleukin-1B8 (ll-18) [51],
sowie NO [162]

3. Mutation/ Funktionsverlust von Tumorsuppressogenen: z.B. PTEN
[122, 123, 124]
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4. Aktivierung von Onkogenen: z.B. Her2(neu) [164] und Ras [160].

Der Regulationsmechanismus ist im Einzelnen nicht komplett verstanden und
bedarf weiterer Untersuchungen. Man geht davon aus, dass diese Faktoren sich
an ihrem zellgebundenen Rezeptor (receptor tyrosin kinases / RTK) binden, was
eine Phosphorylisationskaskade in Gang setzt. Es existieren hauptsachlich zwei
phosphorylierende Kaskaden die zu einer Aktivierung von HIF-1a fUhren, die
MAPK und die PI13-K-Kaskade [49, 54, 55, 56].

Der Effekt von Hypoxie / HIF-1 auf den angiogenetischen Faktor VEGF
Weiterer Gegenstand dieser Arbeit war der Effekt der Hypoxie und HIF-1a auf das
Zielgen VEGF. Hier konnte ich eine signifikante Hypoxie-Induktion der m-RNA-
und Protein-Expression von VEGF in allen drei Tumorzelllinien darstellen. Das
Zielgen VEGF wird auf m-RNA- und Protein-Ebene unter Hypoxie hochreguliert.
Im Vergleich der Zelllinien untereinander zeigte sich eine signifikant hdhere
Proteinexpression in Normoxie bei H23-Zellen, um den Faktor 2 héher als bei
A549 und um den Faktor 7 hdher als bei H69-Zellen. Dies ist vermutlich auf die
erhéhte HIF-1a-Expression in Normoxie zurlickzufiihren, die im Western Blot
nachzuweisen war. Im direkten Vergleich der Tumorzelllinien gab es keine
signifkanten Unterschiede hinsichtlich der Induktion der VEGF-Proteinexpression
unter Hypoxie. Vermutlich ist aufgrund der hohen Basalrate von VEGF in
Normoxie bei H23 keine weitere signifikante Steigerung der Proteinexpression

unter Hypoxie, als Zeichen eines ,steady states”, mdglich.

Vergangene korrespondierende Untersuchungen zeigten, dass Hypoxie die VEGF
m-RNA-Expression induziert, zum einen durch erhdhte Transkription, zum
anderen durch verminderte m-RNA-Degradation [104, 105, 106]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor VEGFR-1 ebenfalls hypoxie-
induzierbar ist, so dass das Endothel maximal rezeptiv auf die VEGF-Stimulation
unter Hypoxie reagieren kann [83].

VEGF ist das meistuntersuchte und wichtigste Zielgen von HIF-1; es rekrutiert
Endothelzellen in hypoxisches oder avaskulares Gewebe und stimuliert deren
Proliferation, es steigert die Permeabilitdt insbesondere tumor-assoziierter

GefaBe, es ist das potenteste endothelspezifische Mitogen, der wichtigste
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Promoter der Angiogenese und spielt eine Rolle in der Regulation der
Vaskulogenese und Neoangiogenese [73, 74, 75].

Der Einfluss von Hypoxie / HIF-1 auf das Zielgen der Glykolyse PGK

Des Weiteren wurde der Einfluss von Hypoxie auf das Zielgen der Glykolyse PGK,
ein wichtiges Enzym, das der O.-unabhangigen Energiegewinnung dient und
damit fir die metabolische Adaptation unter Hypoxie in Tumorzellen
mitverantwortlich ist, untersucht.

Auch hier konnte eine signifikante Induktion der PGK m-RNA-Expression unter
Hypoxie in allen drei Tumorzellinien gezeigt werden. Signifikante Unterschiede in
der m-RNA-Expression zwischen den Zellen waren nicht zu beobachten.
Semenza et al. und andere konnten beweisen, dass nahezu alle Enzyme der
Glykolyse sowie die Glukose-Transporter durch HIF-1 reguliert werden [70, 71,
67].

Hypoxie, HIF-1 und Apoptose

Da HIF durch Aktivierung seiner Zielgene eine Uberwiegend protektive Wirkung
hat und daher zum Uberleben der (Tumor-)Zellen beitragt, wurde HIF eine anti-
apoptotische Wirkung zugesprochen. Dem gegenlber steht, dass Hypoxie und
noch starker HIF-1a nach dem heutigen Kenntnisstand pro- und anti-apoptotische
Effekte auslben, die nach wie vor kontrovers diskutiert werden [183]. Im Fokus
des Interesses ist das Zusammenspiel zwischen HIF-1 und dem
Tumorsuppressorgen p53, einem pro-apototischen Transkriptionsfaktor und
wichtigen Regulator des mitochondrialen Signalwegs der Apoptose, der ebenfalls
durch Hypoxie und / oder DNA-Schadigung induziert und aktiviert wird [154].

Eine vorangegangene Arbeit von Krick und Rose et al. konnte in A549 eine
signifikante Steigerung der Apotose unter Hypoxie und eine pro-apoptotische
Wirkung von HIF-1a belegen [192]. Eine Induktion der Apoptose unter Hypoxie
konnte auch in anderen Zelltypen beschrieben werden [152, 183]. Eine
signifikante Korrelation konnten auch Volm et al. 2000 zwischen HIF-1-Expression
und der Induktion der Apoptose in nichtkleinzelligen Lungentumoren (NSCLC)
belegen [187].
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Auf dieser Basis folgten weitere Untersuchungen zur Charakterisierung des
Hypoxieeffektes auf die Apoptoserate in H23-, A549- und H69-Zellen.

Waéhrend in der vorliegenden Arbeit A549-Zellen in Korrespondenz zur Arbeit von
Krick, Rose et al. eine hochsignifikante Steigerung der Apoptose um 60% unter
Hypoxie zeigten, fihrte der Sauerstoffentzug bei H23-Zellen zu einer signifikanten
Inhibition der Apoptoserate um 50% und in H69-Zellen zu einer signifikanten
Inhibition um 20%. Das bedeutet, dass Hypoxie / HIF-1 bei A549 eine pro- und bei
H23 und HE9 eine anti-apoptotische Wirkung zeigte. Auch hier stellte sich erneut
die Frage, ob Hypoxie bzw. HIF nun einen pro- oder einen anti-apoptotischen
Faktor darstellt.

Es konnten bisher zwei Ablaufe gezeigt werden, die ein Induzieren der Apoptose
durch HIF-1a nachweisen. Zum einen konnten Bruik et al. und ergédnzend Sowter
et al. zeigen, dass Hypoxie einen Anstieg von Nip3 und NIX, beides pro-
apoptotische Proteine aus der Bcl-2-Familie, verursacht. Des Weiteren konnte in
HIF-1o defizienten Zellen Nip3 nicht nachgewiesen werden. AuBerdem konnten
Bruick et al. eine aktive HRE-Region im Nip3-Promotor zeigen, die in Hypoxie die
Bildung von HIF-1a erzeugt [152, 153]. Zum anderen wird in Hypoxie das
Tumorsuppressorprotein p53 stabilisiert [154]. p53 ist ein hochaktiver pro-
apoptotischer Transkriptionsfaktor, dessen Zielgene Apoptose verursachen, und
zwar durch Transaktivierung pro-apoptotischer Proteine des mitochondrialen
Signalapparates z.B. die Bcl-2 Proteine, Bax, Bak, Puma, Noxa oder Caspase-9
und Apaf-1 oder Proliferationsstop sowie durch  Aktivierung von
Zellzyklusinhibitoren wie p21 [142].

Die Hypothese, dass sowohl extreme Hypoxie bis hin zur Anoxie (pO2< 1 %) als
auch eine prolongierte Hypoxie (> 24 h) eine entscheidende Rolle in der
Interaktion zwischen HIF und p53 zu spielen scheinen und zur gesteigerten
Apoptose fuhren, stellt in den vorliegenden Versuchen kein Erklarungsmodell dar,
da stets identische Parameter (Hypoxie mit pO. 1% und t= 24 h) in allen
Versuchsreihen herrschten und stets kontrolliert wurden.

Aufgrund unserer Ergebnisse bestand eine plausible Erlarung, ndmlich dass p53
in A549 intakt und in H23- und H69-Zellen mutiert bzw. funktionslos vorliegt. Dies
konnte spater durch die Arbeit von Yokota und Kollegen 2004 belegt werden [184].
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Auswirkung einer HIF-10-Uberexpression in H23-Zellen

Da in einigen Tumoren HIF-1a Uberexpremiert vorliegt [67, 185], folgten zuséatzlich
Untersuchungen zur Auswirkung einer Uberexpression von HIF-1a, auf die HRE-
Aktivitat und das Zielgen VEGF durch transient, aber auch stabil transfizierte H23-
Zellen. Hierzu folgten Gentransferversuche mit Hilfe von kationischen Lipiden, in
denen H23-Zellen mit HIF-1o transient transfiziert wurden. Ebenso wurden stabile
Transfektionen von H23-Zellen mit HIF-1a durchgefthrt. Ein weiterer direkter
Vergleich zwischen den nichtkleinzelligen H23 (NSCLC) und den kleinzelligen
pulmonalen  Tumorzellen H69 (SCLC) war aufgrund insuffizienter
Transfektionsergebnisse der H69-Zellen nicht mehr méglich.

Die Uberexpression der HIF-1o. m-RNA war hochsignifikant nachweisbar, zeigte
aber keine signifikante Steigerung der HRE-Aktivitdt unter Hypoxie im
Reportergen-Assay, sowohl bei transient als auch stabil transfizierten H23-Zellen.
Es gab keinen signifikant steigernden Effekt auf die VEGF m-RNA-, PGK m-RNA-
und VEGF-Proteinexpression in stabil transfizierten H23-Zellen.

Da HIF-1a bereits in Normoxie bei H23 nachweisbar war und offensichtlich bereits
Uberexprimiert vorlag, schien trotz weiterer Expressionssteigerung durch
Transfektion (Uberexpression) keine weitere Induktionssteigerung der HRE-
Aktivitdt und der Zielgene VEGF und PGK, als Zeichen eines ,steady states®,
moglich.

PTEN - ein ,,alternativer Regulationsmechanismus* von HIF-1a ?

Neben den oben genannten Wachstumsfaktoren und Zytokinen flUhren
insbesondere auch die Aktivierung von Tumoronkogenen und die Mutation bzw.
der Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen zu einer alternativen Regulation,
die zu einer Stabilisierung bzw. Aktivierung von HIF-1o in Normoxie fhrt, durch
Aktivierung der MAPK und / oder PI3-K-Kaskade, welches einen weiteren Faktor
der Tumorprogression darstellt [5, 7, 49, 142].

Insbesondere die Studien von Zundel et al. in 2000 zeigten, dass PTEN, ein
Tumorsuppressorgen, eine Supprimierung von HIF-1a und VEGF in Tumorzellen
durch indirekte Inaktivierung von AKT ,downstream® der P13-Kinase bewirkt [122].
PTEN inhibiert die Signalkaskade der PI3-Kinase, wahrend Mutation oder
Funktionsverlust zur Steigerung von HIF-1a fihrt [122, 123, 124].
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PTEN wurde 1997 von zwei wissenschaftlichen Arbeitsgruppen gleichzeitig als
Tumorsuppressorgen identifiziert und ist am langen Arm des Chromsom 10
(10923) lokalisiert [108, 109]. Eine Mutation bzw. ein Funktionsverlust von PTEN
ist in einigen Tumoren nachweisbar [125, 126, 127]. PTEN und die weitere
Signalkaskade stellen somit einen ,alternativen Regulationsmechanismus® von
HIF-1o dar.

Auf dieser Basis folgte in der vorliegenden Arbeit eine weitere Charakterisierung
der A549-, H23- (NSCLC) und H69-Zellen (SCLC) bezlglich des
Tumorsuppressorgens PTEN, wobei die auf der Arbeit von Zundel et al.
basierende Inhibition der PI13-K-Kaskade von besonderem Interesse war.

Es konnte die m-RNA von PTEN in allen drei Tumorzelllinien nachgewiesen
werden. Hypoxie flhrte nicht zur Induktion der m-RNA-Expression, das heiB3t das
Tumorsuppressorgen PTEN wird auf m-RNA-Ebene nicht reguliert. Es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Tumorzelllinien.

Unsere Hypothese, dass PTEN mdglicherweise ,nicht* intakt bzw. funktionslos in
H23-Zellen vorliegen kdnnte, was zur Steigerung von HIF-1a und VEGF via PI3-
Kinase-Weg in Normoxie flhrt, (Zundel et al.) stellte eine mégliche Erklarung fur
den Nachweis des HIF-1a-Proteins in Normoxie im Western Blot dar. Sollte diese
Hypothese stimmen, musste die Transfektion des ,intakten® PTENs in H23-Zellen
zu einer Supprimierung von HIF-1a, der HRE-Aktivitat und der VEGF-Expression
fGhren.

Es folgten Gentransferversuche mit Hilfe von kationischen Lipiden, in denen H23-
Zellen mit PTEN transient transfiziert wurden. Ebenso wurden stabile
Transfektionen von H23-Zellen mit PTEN durchgeflhrt.

Ein weiterer direkter Vergleich zwischen den nichtkleinzelligen H23 (NSCLC) und
den kleinzelligen pulmonalen Tumorzellen H69 (SCLC) war aufgrund insuffizienter
Transfektionsergebnisse der H69-Zellen nicht mehr mdglich.

Die Ergebnisse der Gentransferversuche mit PTEN in H23-Zellen zeigten, dass
die auf der Arbeit von Zundel et al. 2000 basierende Inhibition HIFs durch indirekte
Inhibition der PI3-K-Kaskade durch PTEN zumindest in H23-Zellen keine Rolle zu
spielen scheint, da keine signifikante Inhibition der HRE-Aktivitat unter Hypoxie im
Reportergen-Assay, sowohl bei transient als auch stabil transfizierten H23-Zellen,

nachweisbar war.
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Weiterfihrend gab es ,downstream*® keinen inhibitorischen Effekt auf die VEGF m-
RNA-, PGK m-RNA- und VEGF-Proteinexpression in stabil transfizierten H23-
Zellen. Die Uberexpression von PTEN war auf m-RNA-Ebene hochsignifikant
nachweisbar und konnte somit bestatigt werden. Diese Ergebnisse flhrten zu der
Hypothese, dass PTEN in H23-Zellen ,intakt“ vorliegt, welches durch die Arbeit
von Yokota und Kollegen 2004 belegt wurde [184].

HER2(neu) - ein ,alternativer Regulationsmechanismus*“ von HIF-1¢a ?

Die Arbeit von Semenza et al. belegte 2001 einen weiteren ,alternativen
Regulationsmechanismus® durch HER2(neu), ein Onkogen, das ebenfalls Gber die
PI3-Kinase-Kaskade downstream Uber AKT und FRAP zu einer Steigerung von
HIF-1a. und der VEGF-Expression fiihrt. Diese Arbeit konnte zeigen, dass
HER2(neu) zu einer Steigerung der HIF-1a-Proteinsythese (bei unveranderter
Transkription) fohrt und keine Blockade der O»-abhangigen Hydroxylierung via
PHD (Prolylhydroxylase), was zum Abbau Uber das Ubiquitin-Proteosom-System
via pVHL (Genprodukt des von Hippel-Lindau) fihrt, bewirkt [164].

Die Arbeitsgruppe von Yan M. Li. et al. konnte 2005 ebenfalls eine Induktion der
Proteinexpression von HIF, durch Steigerung der Translationsaktivitat via der PI3-
Kinase und AKT in HER2(neu) Uberexprimierten Mammakarzinom-Zelllinien
unabhangig von Hypoxie, zeigen, was zu einer Oz-unabhangigen Induktion der
VEGF Expression fuhrte [163].

HER2(neu), aber auch EGFR, Genamplifikation und Proteintberexpression finden
sich in unterschiedlicher Frequenz auch in zahlreichen anderen epithelialen
Tumoren wund spielen eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und
Tumorprogression [163, 164, 165], wobei unterschiedliche Autoren zu den
verschiedenen Tumoren unterschiedliche Amplifikationsfrequenzen beschreiben.
Wahrend in den letzten Jahren zahlreiche Arbeitsgruppen zeigen konnten, dass
zumindest fir das Mammakarzinom eine HER2(neu)-Uberexpression bzw. eine
HER2-Amplifikation mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [164, 173, 174,
172], wird dieser Zusammenhang in nicht kleinzelligen Lungentumoren bzw. im
Adenokazinom der Lunge noch kontrovers diskutiert und bedarf weiterer
Untersuchungen [166].

Hierauf sttzend folgten Untersuchungen zur HER2(neu) m-RNA-Expression unter
Normoxie und Hypoxie in A549-, H23- und H69-Zellen.
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H69-Zellen (SCLC) zeigten im Vergleich zu H23- und A549-Zellen (NSCLC) eine
sehr geringe m-RNA-Expression. Wahrend HER2(neu) in A549 und H69 auf m-
RNA-Ebene nicht reguliert wird, konnte eine signifikante Induktion der m-RNA-
Expression unter Hypoxie in H23 bestéatigt werden. Zudem zeigten H23-Zellen,
sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie, eine signifikant hhere m-RNA-
Expression als A549 und sogar eine hochsignifikant hhere m-RNA-Expression
als H69. Eine Uberexpression von HER2(neu) kdnnte Hypoxie unabhangig Uber
die PI3-Kinase ,downstream® zu einer Steigerung der HIF-1a-Proteinsynthese (bei
unveranderter Transkription) in H23-Zellen flihren (Semenza et al. 2001 und Yan
M. Li. et al. 2005), was aber durch weitere Untersuchungen bestatigt werden

Muss.

In dieser Dissertationsschrift konnte dargestellt werden, dass HIF-1, als
Hauptregulator der Oj-abhdngigen Genexpression, durch Aktivierung seiner
Zielgene, eine Schlusselrolle in der Angiogenese und der O.-unabhangigen
Energiegewinnung (Glykolyse) spielt, was zur Adaptation an Tumorhypoxie flhrt
und einen wesentlichen Faktor in der Tumorprogression darstellt.

Zudem liegt HIF-1a in verschiedenen humanen Tumorarten Uberexprimiert vor,
was dessen Rolle in der Tumorgenese und Tumorprogression unterstreicht [67,
185]. Immunhistochemische Analysen humaner Tumorbiopsien zeigten eine
deutliche Uberexpression von HIF-1 [98] und waren zudem assoziert mit VEGF-
Expression und Vaskularisation [99, 100]. Untersuchungen konnten die
Vermutung unterstreichen, dass der Verlust der HIF-1-Aktivitdt negativ mit
Tumorwachstum und Angiogenese und umgekehrt korreliert [101, 99]. VEGF-
Uberexpression in verschiedenen Tumoren Kkorreliert mit hoher Vaskularitat,
Lymphknoten-Metastasen, Lebermetastasen sowie ungulnstigerer Prognose als
VEGF-negative Tumore und zeigt des Weiteren einen direkten Zusammenhang
zwischen Angiogenese und Metastasierung in verschiedenen Tumorarten, wie
Melanome, Gliome, Lungen-Ca, Blasen und Prostata-Ca [102, 103, 185, 67].
Darliber hinaus schreiben Volm et al. der HIF-o-Uberexpression eine
prognostische Relevanz in nicht kleinzelligen Lungentumorzellen (NSCLC) [187]

ZU.
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Sowohl diese Daten als auch die Tatsache, dass HIF-1o in der Resistenzent-
wicklung verschiedener Chemo- und Strahlentherapien beteiligt zu sein scheint
[188, 189], macht HIF-1 zu einer wichtigen Zielscheibe kinftiger Therapieansatze.

Eine Inhibition von HIF, z.B. durch HIF-1a-antisense-Therapie, kdnnte eine
Verbesserung der Chemo- oder Strahlentherapie bewirken. Sun et al. 2001
konnten in vivo im Rahmen einer HIF-1a-antisense-Therapie durch direkte
intratumorale Injektion eine Inhibition des Tumorwachstums nachweisen [191].
Hinsichtlich des komplexen Regulationsmechanismus von HIF und dessen
unzéhligen Interaktionen mit verschiedensten Zielgenen, Wachstumsfaktoren,
Zytokinen, Proteinkinasen, Tumorsuppressorgenen und Onkogenen bietet dieser
Transkriptionsfaktor mehrere Interventionsmdglichkeiten, die zu verschiedenen
zielgerichteten Therapiansatzen fihren kdnnten.

Eine dieser Interventionsméglichkeiten konnte durch genetische Inhibierung der
Interaktion zwischen der Transaktivationsdomane HIFs (TAD) und dessen co-
Transaktivator CBP / p300 durch Kung et al. 2000 im xenograft-Mausemodell
gezeigt werden, was zur Reduktion der hypoxieabhdngigen Genexpression und
damit zur Hemmung des Tumorwachstums fiihrte [190]. Dies konnte weiterfihrend
durch die Arbeit von Freedmann und Kollegen 2002 untermauert werden [182].
Ein weiterer gentherapeutischer Ansatz stellt das kirzlich entdeckte YC-1 dar,
welches, wenn auch bisher noch nicht vollstandig verstanden, zur Reduktion des
HIF-1a-Spiegels fuhrt [67].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und bereits vorhandene Daten machen
deutlich, dass HIF eine Zielscheibe der kinftigen molekulargenetischen
Antikrebstherapie darstellen wird. Daher sind weitere Untersuchungen zum
besseren Verstdndnis der Regulationsmechanismen HIF-1oc von immenser
Bedeutung, um diese neuen Therapieansatze (,targeted therapy*) zu verwirklichen
und zu etablieren.

Ein monoklonaler Antikdrper gegen das Zielgen VEGF namens Bevacizumab
(Avastin ®) ist bereits Gegenstand mehrerer klinischer Studien (ECOG und AVAIL
2008), in denen der Angiogenese-Hemmer bei Patienten mit fortgeschrittenem
NSCLC mit Gblichen Standard-Chemotherapien kombiniert wird [200].
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6. Zusammenfassung

Die Karzinogenese ist ein multi-komplexer Prozess, der durch DNA-Schadigung
bzw. Mutation, Uberexpression von Onkogenen und / oder Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen zu einer dysregulierten Zellproliferation flhrt. Aus dieser
schnellen,  dysregulierten  Proliferation des  Tumorgewebes resultiert
Tumorhypoxie. Die Tatsache, dass Tumore nur bis zu einer GréBe von 100-200
um allein durch Diffusion versorgt werden kdénnen, macht deutlich, dass das
Wachstum solider Tumoren von einer ausreichenden Angiogenese abhangig ist.
Der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 (HIF-1), ein Heterodimer bestehend aus HIF-
1a und HIF-1B, wird bei vermindertem Sauerstoffpartialdruck induziert und wirkt
als Hauptregulator durch Aktivierung seiner Zielgene fir die Anpassung von
Tumorzellen an Hypoxie, was ihm eine SchllUsselrolle in der Tumorprogression
zuschreibt.

Grundlage dieser Dissertation war die Charakterisierung des Hypoxieeffektes in
humanen, pulmonalen Tumorzelllinien A549 und H23 (NSCLC) sowie H69 (SCLC)
bezlglich der Transkriptionsfaktoren HIF-1a , HIF-2oe und HIF-3a, des Zielgens
der Angiogenese VEGF, des Zielgens der Glykolyse PGK und der Apoptose.

Die Zelllinien A549 und H23 (NSCLC) und H69 (SCLC) lassen sich
zusammenfassend wie folgt charakterisieren:

Hypoxie fuhrt zu einer Induktion der Proteinexpression von HIF-1a im Western
Blot in allen drei Zelllinien. HIF-1a, HIF-2a und HIF-3oe werden auf m-RNA-Ebene
nicht reguliert. Der angiogenetische Faktor VEGF und das Enzym der Glykolyse
PGK werden unter Hypoxie signifikant induziert. Hypoxie hat in A549-Zellen einen
pro-apoptotischen Effekt, da das Tumorsuppressorgen P53, ein hochaktiver
Transkriptionsfaktor, dessen Zielgene Apoptose durch Transaktivierung pro-
apoptotischer Proteine des mitochondrialen Signalapparates aktivieren, in A549-
Zellen intakt vorliegt [184]. In H23- und H69-Zellen hat Hypoxie einen anti-
apoptotischen Effekt, da P53 mutiert vorliegt [184]. Die Tatsache, dass das HIF-
1a-Protein nur bei H23-Zellen in Normoxie nachweisbar war und signifikant
héhere VEGF-Proteinspiegel im Vergleich zu H69- und A549-Zellen unter
Normoxie und Hypoxie im ELISA messbar waren, fihrte zu Untersuchungen von
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mdglichen ,alternativen Regulationsmechanismen® von HIF-1o am Beispiel des
Tumorsuppressorgens PTEN und dem Onkogen HER2(neu).

PTEN war in allen drei Zelllinien auf m-RNA nachweisbar, wird aber unter Hypoxie
nicht reguliert. Da Tumorsuppressorgene in Tumorzellen haufig mutiert oder
funktionslos vorliegen, erfolgten im Anschluss Gentransferversuche, in denen das
Jintakte“ PTEN transfient und stabil in H23-Zellen transfiziert wurde.

PTEN zeigte keine signifikante Inhibition der HRE-Aktivitdt von HIF im
Reportergen Assay in transient transfizierten H23-Zellen, ebenso keinen Effekt auf
die VEGF- und PGK-Expression in stabil transfizierten H23-Zellen. Dies lieB
vermuten, dass beide Tumorsuppressorgene in H23-Zellen bereits intakt
vorliegen, welches spéater durch Yokota et al. 2004 bestatigt wurde.

Wahrend das Onkogen HER2(neu) in A549 und H69 auf m-RNA-Ebene nicht
reguliert wird, konnte eine signifikante Induktion der m-RNA-Expression unter
Hypoxie in H23 bestatigt werden. H23-Zellen zeigten eine signifikant héhere m-
RNA-Expression als A549 und eine hochsignifikant héhere Expression als H69-
Zellen. Eine Uberexpression von HER2(neu) kénnte Hypoxie unabhangig tber die
PI3-Kinase ,downstream" zu einer Steigerung der HIF-1a-Proteinsynthese in H23-

Zellen fuhren, was aber durch weitere Untersuchungen bestatigt werden muss.

In dieser Dissertationsschrift konnte dargestellt werden, dass der Hypoxie-
induzierbare Faktor-1  (HIF-1), als Hauptregulator der Oz-abhangigen
Genexpression, durch Aktivierung seiner Zielgene (z.B. VEGF) eine Schliisselrolle
in der Angiogenese und der O.-unabhangigen Energiegewinnung (Glykolyse)
spielt, was zur Adaptation an Tumorhypoxie fihrt und einen wesentlichen Faktor in
der Tumorprogression darstellt. Zudem liegt HIF-1a in verschiedenen humanen
Tumorarten Uberexprimiert vor, was dessen Rolle in der Tumorgenese und
Tumorprogression unterstreicht. Sowohl diese Ergebnisse als auch die Erkenntnis,
dass HIF-1a in der Resistenzentwicklung verschiedener Chemo- und
Strahlentherapien beteiligt zu sein scheint, macht HIF-1 zur Zielscheibe klinftiger
molekulargenetischer Therapieansatze.
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7. SUMMARY

Carcinogenesis is a complex process leading to abnormal regulation of cell
proliferation through DNA-damage and respectively -mutation, overexpression of
oncogenes and/ or loss of function of tumor suppressor genes.

As a result tumor-hypoxia evolves from a fast and impaired proliferation of tumor
tissue. It is an established fact that tumors are only fed through diffusion up to a
size of 100-200 um, which reveals that growth of solid tumors depends on
sufficient angiogenesis.

The hypoxia-inducible-factor 1 (HIF-1), a hetero-dimer, consisting of two subunits
HIF-1a and HIF-1pB is induced in low oxygen pressure and mediates activation of
target genes for adaption of tumor cells to hypoxia, giving HIF-1 a key role in
tumor progression.

The background of this dissertation was the characterization of hypoxic effects in
human pulmonal tumor cell lines A549, H23 (NSCLC) and H69 (SCLC) regarding
the transcription factors HIF-1a , HIF-2a and HIF-8a and its target genes of
angiogenesis (VEGF), glycolysis (PGK) and apoptosis.

As result the cell lines A549 , H23 (NSCLC) and H69 (SCLC) can be characterized
as follows:

Hypoxia induces protein expression of HIF-1a in all three cell lines, as shown by
western-blot analysis. HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a are not regulated at m-RNA-
level. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and PGK are significantly
induced in hypoxia. Hypoxia has a pro-apoptotic effect in A549-cells due to the
fact that tumor suppressor gene P53, a highly active transcription factor, whose
target genes activate apoptosis by transactivation of pro-apoptotic proteins of the
mitochondrial signal pathway, exists intact in A549-cells [184].

In H23- and H69-cells hypoxia has an anti-apoptotic effect, since P53 is present in
a mutated condition [184]. The fact that HIF-1o-protein was only detectable in
H23-cells in normoxia and VEGF-protein levels were significantly higher in ELISA
studies compared to H69- and A549-cells under normoxic und hypoxic conditions,
resulted in further studies of possible ,alternative regulation mechanisms* of HIF-

10 using tumor suppressor gene PTEN and oncogen HER2(neu).
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PTEN was detectable at m-RNA level in all three cell lines, but is not regulated
under hypoxic conditions. Due to the fact that tumor suppressor genes often occur
mutated or inoperable in tumor cells, further gene transfer experiments with
transient and stabile transfection of the “intact” PTEN in H23 cells were
accomplished.

PTEN showed no significant inhibition of HRE-activity of HIF in reporter gene
assays with transient transfected H23-cells and likewise no effect on VEGF- and
PGK- expression in stabile transfected H23 cells, assuming that both tumor
suppressor genes are already present in intact condition in H23- cells. This
conjecture was confirmed later by Yokota et al. in 2004.

While oncogene HER2(neu) was not regulated in A549 und H69 at m-RNA-level, a
significant induction of m-RNA-expression under hypoxia was confirmed in H23
cells. H23-cells showed highly significant expression of m-RNA than A549- and
H69-cells. Further investigations will have to confirm in what extent overexpression
of HER2(neu) could lead via PI3-kinase ,downstream” to enhancement of HIF-1a-
proteinsynthesis in H23-cells in non-hypoxic conditions.

This studie illustrates that hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), plays a key role as
central regulator of oxygen dependent gene expression in angiogenesis and
anaerobic energy generation (glycolysis) through activation of it's target genes
(e.g. VEGF), leading to adaption to tumor hypoxia and therefore representing an
essential element in tumor progression.

Furthermore HIF-1a is overexpressed in different types of human tumors,
emphasizing it’s role in tumorgenesis and tumorprogression.

These findings as well as the insight that HIF-1ac seems to be involved in
development of tumor resistances in chemo- und nuclear therapies make HIF-1 an

important target for future moleculargenetic therapy approaches.
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