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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Bedeutung des Sauerstoffs

Sauerstoff (Oxygenium, von griechisch oxy ,,scharf, sauer” und gen- ,,erzeugen) stellt das haufigste
chemische Element auf unserem Planeten dar. Sauerstoff ist eine unabdingbare Voraussetzung fur die
Existenz fast aller Tierarten und der meisten Pflanzen. Die zentrale Wichtigkeit des Sauerstoffs erklart
sich aus seiner Funktion als Elektronenakzeptor in der mitochondrialen Atmungskette (1). Ein
Absinken des Sauerstoffpartialdruckes (Hypoxie) im Gewebe unter eine kritische Grenze hat dabei
eine verminderte Synthese freier Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) zur Folge, so dass
eine vitale Bedrohung des jeweiligen Zellverbandes, Organsystems oder sogar des gesamten
Organismus entstehen kann (2). Festgehalten werden muss, dass diese kritische Grenze von einer
Vielzahl unterschiedlicher Faktoren wie z.B. GréBe und Komplexitdt des Organismus sowie
Geschwindigkeit des Sauerstoffabfalls abhangt. Daher bestehen deutliche Unterschiede zwischen
verschiedenen Spezies aber auch innerhalb einer bestimmten Spezies und es kann kein bestimmter
Sauerstoffpartialdruck als kritischer Wert definiert werden. Die essentielle Bedeutung des Sauerstoffs
macht versténdlich, dass die Versorgung von Gewebeverbanden und Organsystemen mit Sauerstoff
kontinuierlich Gberwacht und reguliert wird (3). Fir die zellulare Anpassung an Sauerstoffmangel sind
Transkriptionsfaktoren von zentraler Bedeutung, weil sie in der Lage sind, Anderungen des zellularen
Phénotypes in kurzer Zeit zu gewahrleisten. Eine Vielzahl gut charakterisierter Transkriptionsfaktoren
wird durch Hypoxie aktiviert, z.B. die RelA-Untereinheit von NF-xB, AP-1 und CREB/ATF (4). Als
bedeutendster molekularer Vermittler der Anpassung an Hypoxie hat sich in den letzten Jahren jedoch
der Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) herausgestellt (5). Die zentrale Bedeutung
von HIF-1 wird dabei durch Daten internationaler Arbeitsgruppen, die eine nahezu vollstdndige
Hemmung der hypoxischen Adaptation nach genetischer Inaktivierung von HIF-1 beschrieben haben,

unterstrichen (6).

1.2 Der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor HIF-1

1.2.1 Struktureller Aufbau von HIF-1

HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer konstitutiv exprimierten - (Synonym:
ARNT, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) und einer sauerstoffabhéngig regulierten
o-Untereinheit besteht (7). Beide Untereinheiten besitzen an ihren aminoterminalen Enden eine bHLH
(basic helix-loop-helix)- sowie eine PAS (PER-ARNT-SIM)-Doméne (8). Die a-Untereinheit ist
spezifisch fur das HIF-1-Heterodimer, wohingegen HIF-1p auch mit weiteren Transkriptionsfaktoren
der bHLH-PAS-Familie dimerisieren kann. Die bHLH-Domane ist fur die DNA-Bindung von HIF-1

verantwortlich, wéahrend die PAS-Doméne die Dimerisierung der beiden Untereinheiten vermittelt. An



der Aktivierung der HIF-1-Zielgene sind zwei Transaktivierungsdomanen (TAD) der a-Untereinheit
beteiligt, die der Rekrutierung verschiedener Kofaktoren wie beispielsweise CBP/p300 dienen. Die
Hydroxylierung eines Asparagylrestes (N803) in der carboxyterminalen TAD (C-TAD) von HIF-1a
durch das Enzym FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) inhibiert sauerstoffabhdngig die transkriptionelle
Aktivitat von HIF-1, da die Interaktion mit dem Koaktivator-Komplex CBP/p300 verhindert wird (9).
Die Proteinstabilitat von HIF-1a wird sauerstoffabhéngig tber die sogenannte ODD-Doméne (oxygen
dependent degradation domain) reguliert. Unter normoxischen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1a
durch Prolylhydroxylasen (PHD) an zwei spezifischen Prolylresten (P402 und P564) innerhalb der
ODD-Domane hydroxyliert (10, 11). Diese Hydroxylierungen erméglichen die Ubiquitin-abhéngige
Degradation von HIF-1a im 26S-Proteasomenkomplex (12, 13). Die biologische Funktion von HIF-1
wird vorwiegend Uber die Proteinstabilitit der o-Untereinheit reguliert. Unter normoxischen
Sauerstoffbedingungen hat HIF-1a nur eine sehr kurze Halbwertszeit, weil es durch posttranslationelle
Modifikationen rapide und kontinuierlich abgebaut wird (14). Eine Abnahme der
Sauerstoffkonzentration fihrt Gber Hemmung der Degradationsmechanismen zur Akkumulation von
HIF-1a (15). Diese Hypoxie-induzierte Stabilisierung von HIF-1o wird gefolgt von nuklearer
Translokation, Heterodimerisierung mit HIF-1f3, der Interaktion mit Kofaktoren und letztlich der
Aktivierung von HIF-1-Zielgenen (16). Darlber hinaus kann die HIF-1-Aktivitdt auch unter
normoxischen Bedingungen durch eine Vielzahl von Mechanismen induziert werden, z.B. durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine (z.B. EGF (epidermal growth factor), IGF (insulin-like growth
factor) 1 und 2, Interleukin-1B), Aktivierung von Onkogenen (z.B. Ras, Src) und Inaktivierung von

Tumorsuppressorgenen (z.B. PTEN)

1.2.2 Funktion von HIF-1

Die transaktivierende Funktion von HIF-1 wird durch Bindung an die Sequenz 5’-CGTG-3’ in
sogenannten ,,Hypoxie-responsiven Elementen” (HRE) in Promotor- oder Enhancerregionen von
HIF-1-Zielgenen erreicht (17). Bis dato wurden etwa 100 unterschiedliche HIF-1-regulierte Gene
identifiziert, die zum groRBen Teil dem Erhalt der Sauerstoffhomdostase dienen (18). HIF-1 ist
allerdings nicht nur flr die physiologische Adaptation an Hypoxie wichtig, sondern HIF-1-Zielgene
regulieren in zentraler Weise auch eine Vielzahl pathophysiologischer Prozesse, z.B. im Rahmen von
Ischdamie, Entzlindungsreaktionen, Infektabwehr und Tumorgenese (19). Die durch HIF-1
gewdhrleistete Anpassung an Hypoxie wird zuvorderst durch Regulation zweier fundamentaler
Prozesse erreicht: Einerseits aktiviert HIF-1 unterschiedliche Zielgene, die eine bessere Versorgung
mit Sauerstoff bedingen wie Regulatoren der Angiogenese (z.B. VEGF-A, VEGF Rezeptor-1), der
Erythropoese (z.B. Erythropoietin), des Blutgefalitonus (z.B. induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthetase) und des Eisenstoffwechsels (z.B. Transferrin) (20). Andererseits steuert HIF-1 molekulare
Anpassungsvorgange, die das zelluldre Uberleben unter hypoxischen Bedingungen ermdglichen. Ein

zentrales Beispiel ist hierbei die HIF-1-regulierte Aktivierung der Glykolyse durch eine erhohte
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Expression von Glukose-Transportern (z.B. Glut-1 und -3) und glykolytischen Schrittmacherenzymen
(z.B. Hexokinase, Phosphofructokinase-1 und Pyruvatkinase) (21). Darlber hinaus spielen HIF-1-
kontrollierte Faktoren eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Zellproliferation (z.B. IGF-2),
Apoptose (z.B. BNIP-3), Zellmigration und Invasion (z.B. Matrixmetalloproteinase-2 und CXCR4)

sowie der Regulation des intra- und extrazellularen pH-Werts (carbonische Anhydrase 1X) (22).

1.3 Die Bedeutung von HIF-1 im Kontext verschiedener Pathologien

HIF-1 hat sich in den letzten Jahren als zentraler Vermittler der zelluldren Adaptation an Hypoxie
herausgestellt (23). Hypoxie stellt ein zentrales Charakteristikum der Pathogenese einer Vielzahl
unterschiedlicher Erkrankungen dar (24). In der vorliegenden Habilitationsschrift werden
Untersuchungen zur pathogenetischen Bedeutung von HIF-1 flr Krebserkrankungen, Makrophagen-
vermittelten Entzindungsreaktionen und der Osteoarthrose vorgestellt. Ziel dieser Arbeiten war es,
eine funktionelle Charakterisierung der pathobiologischen Relevanz von HIF-1 an einem breitem
Spektrum relevanter Krankheitsbilder zu erreichen. Nachfolgend werden zundchst die einzelnen

Pathologien sowie der aktuelle Kenntnisstand der Bedeutung von Hypoxie und HIF-1 dargestellt.

1.3.1 Phagozyten-vermittelte Entziindungsreaktionen

Mononukledre Phagozyten (Monozyten und Makrophagen) gehéren zu den Leukozyten und sind
wesentliche Bestandteile des Immunsystems. Sie stellen die phylogenetisch &ltesten Vermittler der
angeborenen Immunabwehr dar (25). Der Begriff ,,Makrophage* wurde von dem russischen Zoologen
und Mikrobiologen Elie Metchnikoff um 1880 gepragt (26). Metchnikoff entdeckte damals das Prinzip
der Phagozytose, erkannte die Bedeutung der Makrophagen fur die Immunabwehr und wurde fur diese
Arbeiten im Jahr 1908 mit dem Nobelpreis fir Physiologie und Medizin ausgezeichnet. Mononukleére
Phagozyten differenzieren aus pluripotenten  Knochenmarkstammzellen und reifen im
myelomonozytaren System des Knochenmarks heran. Die das Knochenmark verlassende Zelle ist
noch nicht voll ausgereift und wird als Monozyt bezeichnet (27). Monozyten treten nach kurzzeitiger
Zirkulation im peripheren Blut mittels Diapedese in das periphere Gewebe aus, wo sie weiter
differenzieren und in Form von Histiozyten, Makrophagen, Epitheloidzellen oder Langhans-
Riesenzellen vorkommen (28). Dariiber hinaus kdnnen mononukledre Phagozyten auch speziell
differenzierte Zellen eines gegebenen Gewebes darstellen: im ZNS als Mikroglia, in der Leber als
Kupfferzellen oder im Knochenmark als Osteoklasten. Dies veranschaulicht die enorme Plastizitét der
mononukledren Phagozyten. Neben der bereits erwdhnten Funktion im angeborenen Immunsystem
sind mononukledre Phagozyten auch von zentraler Bedeutung fiir die spezifische Immunitat. Die
Eigenschaften der mononukledren Phagozyten erfillen beide Erfordernisse: Phagozytose von
Fremdpartikeln wie Bakterien, Pilze oder Fragmente apoptotischer Zellen, Produktion pro-

inflammatorischer Substanzen (Prostaglandine, Leukotriene, Stickstoffmonoxid und reaktive
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Sauerstoffspezies), Expression von verschiedenen pro-inflammatorischen und chemotaktischen
Zytokinen (29). Letztlich prasentieren Makrophagen Fremd-Antigene mit Hilfe von Klasse Il MHC-
Rezeptoren an ihrer Zelloberflache und wirken so im Rahmen der spezifischen Immunabwehr als
Antigen-prasentierende Zellen (APC) (30). Mononukledre Phagozyten sind demnach von einer
komplexen biologischen Funktion gekennzeichnet und nehmen eine zentrale Stellung in vielen
Erkrankungen ein. In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass mononukledre Phagozyten nicht
nur entscheidend an ,,klassischen* Entzlindungsreaktionen, wie z.B. Wundheilung, Granulombildung
oder Abwehr von Mikroorganismen beteiligt sind, sondern auch eine relevante pathogenetische
Bedeutung im Verlauf der malignen Progression einnehmen (31). Makrophagen stellen eine der
hauptséchlichen zellularen Komponenten des Mikromilieus solider Tumoren dar (32). Diese
sogenannten Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) kénnen dabei sowohl Tumor-hemmende (z.B.
durch Phagozytose neoplastischer Zellen) als auch Tumor-fordernde Eigenschaften zeigen (33).
Letztere erklaren sich durch die Sekretion von Wachstums- und Angiogenesefaktoren sowie
Proteasen, so dass sowohl Proliferation von Tumor- und Endothelzellen als auch Invasion
benachbarter Gewebeverbande durch TAM effektiv stimuliert werden kénnen (Abb. 4, (34)).

° Angiogenese
Eibrohlasten Endothelzellen VEGF-A, FGF, TGFB
Chemokine

GFB, FGF,

Matrixsynthese MMES AR =
und -strukturierung [‘,/_'f/"

Rekrutierung
Differenzierung
VEGF-A, IL-10, M-CSF Proliferation,
Imvasion,
Metastasierung
VEGF-A, TGFG, EGF,
IL-1,IL-6

Abb. 1 Vereinfachte Darstellung der Tumor-férdernden Wirkungen von TAM.

Chemotaktische Faktoren aus Tumorzellen (z.B. VEGF-A (vascular endothelial growth factor A), 1L-10
(Interleukin-10), M-CSF (macrophage colony stimulating factor)) fiihren zur Einwanderung von Monozyten aus
dem peripheren Blut in den Tumor, wo sie zu residenten TAM differenzieren. TAM sezernieren diverse
Faktoren, die direkt die Proliferation von Tumorzellen stimulieren (z.B. VEGF-A, TGFp (transforming growth
factor f), EGF (epidermal growth factor), IL-1 und -6 (Interleukin-1 und -6)). TAM unterstltzen die
Angiogenese (durch VEGF-A, TGFB, FGF (fibroblast growth factor) und diverse Chemokine) sowie das
»Remodelling” der extrazelluldaren Matrix (z.B. durch TGFB, FGF und Matrixmetalloproteinasen (MMPs)).
TAM inhibieren Tumor-hemmende Faktoren des Immunsystems, z.B. T-Lymphozyten durch CCL18 (chemokine
(C-C motif) ligand 18) sowie dendritische Zellen durch VEGF-A, IL-6, IL-10 und TGFB (modifiziert nach Sica
et al. (35))



Interessanterweise bestédtigen diese aktuellen Ergebnisse Beobachtungen von Rudolf Virchow, der
bereits 1863 das gehdufte Vorkommen von Leukozyten in soliden Tumoren beobachtet und daraus
eine kausale Verbindung zwischen Entziindung und Krebserkrankungen abgeleitet hatte. Ein
wesentliches Charakteristikum mononukledrer Phagozyten stellt lhre Fahigkeit zum Uberleben in
aulerst anspruchsvollen Mikromilieu-Konditionen dar. Das entziindliche Mikromilieu ist
gekennzeichnet durch Sauerstoff- und N&hrstoffmangel sowie Hyperaziditdt und nitrosativen Stress
(36). Makrophagen miissen in diesen lebensfeindlichen Bedingungen nicht nur existieren sondern auch
ihre oben detailliert dargelegten Funktionen im Rahmen der komplexen Entziindungsreaktionen
austiben. Diese Zusammenhénge lieBen ein ausgepragtes Adaptationsvermdgen mononuklearer
Phagozyten an Hypoxie vermuten. Vorbeschrieben war, dass Makrophagen in vitro auf hypoxische
Kulturbedingungen mit einer signifikanten Anderung nahezu aller spezifischen Eigenschaften
reagierten, z.B. der Phagozytose, der Expression von Zytokinen und Chemokinen, der Migration
sowie dem Uberleben (37). Die exakte Bedeutung des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors
HIF-1a in diesem Kontext war jedoch unbekannt und sollte durch die hier vorgelegten Arbeiten

charakterisiert werden.

1.3.2 Osteoarthrose (Arthrosis deformans)

Die Zusammensetzung der extrazellularen Knorpelmatrix wird in entscheidendem MaRe durch das
Verhalten der Chondrozyten gepragt, da sie das einzige zelluldre Element im adulten Knorpel
darstellen. Dieser Zelltyp weist im gesunden Gelenkknorpel nur eine geringe metabolische Aktivitat
auf. Im Verlauf der humanen Arthrose veréndert sich das Zellverhalten, es kommt zu Aktivierungs-
und Differenzierungsvorgéngen. Aktivierungsvorgidnge betreffen sowohl die strukturellen
Hauptmatrixbestandteile wie Typ-11-Kollagen und Aggrekan als auch eine Vielzahl von Proteinen mit
regulatorischen Funktionen. Auch matrixdegradierende Metalloproteinasen werden aktiviert, was
letzten Endes in der Nettobilanz zu einem Uberwiegen der degenerativen Vorgange fiihrt. Die
Differenzierung ausgereifter Chondrozyten in der Arthrose ist ein beeindruckendes Phdnomen, da in
den Zellen primér untypische Matrixbestandteile synthetisiert werden. Typ-X-Kollagen, Osteopontin,
Osteocalcin, Alkalische Phosphatase und viele andere kénnen im arthrotischen Knorpel nachgewiesen
werden. lhre Funktion ist noch unklar, aber als Differenzierungsmarker helfen sie, diese veranderten
Stadien zu charakterisieren. Zweifelsfrei fuhrt aber eine verénderte Matrixzusammensetzung zu
unphysiologischen Zell-Matrix- und Matrix-Matrix-Interaktionen. Die Osteoarthrose (Arthrosis
deformans) ist eine chronische, schmerzhafte und progrediente funktionsbehindernde
Gelenkveranderung. Aus morphologischer Sicht ist die Osteoarthrose durch einen konstant
voranschreitenden  Verlust der Knorpelmatrix, einer Sklerosierung der subchondralen
Knochenbereiche und einer partiellen Beteiligung der Synovialmembran charakterisiert.
Vornehmliches Ziel der Grundlagenforschung ist es, dieses Erscheinungsbild auf molekularer Ebene

zu charakterisieren, um modulierend in den Krankheitsverlauf eingreifen zu koénnen. Mit
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zunehmendem Alter, insbesondere nach dem 50. Lebensjahr, steigt die Inzidenz der Osteoarthrose
stark an, allerdings koénnen Arthrosebeschwerden auch die Lebensqualitat jingerer Menschen
erheblich beeintréchtigen. Die Osteoarthrose stellt die haufigste Ursache kérperlicher Behinderungen
in Deutschland dar und besitzt daher immense volkswirtschaftliche Bedeutung. Vor diesem
Hintergrund besteht eine groRe Notwendigkeit fiir effektive Therapien. Der Knorpel stellt ein
klassisches Beispiel fur einen avaskuldren Gewebeverband dar. VVor diesem Hintergrund wurde eine
kausale Bedeutung von Hypoxie fir Physiologie und Pathophysiologie der Chondrozyten bereits in
den friihen 80er Jahren vermutet (38). Es dauerte allerdings bis zum Anfang des 21. Jahrhunderts bis
Schipani et al. unter Anwendung moderner Mausmodelle eindeutig zeigen konnten, dass die
Wachstumsfuge im Knorpel hypoxisch ist (39). In guter Ubereinstimmung hiermit konnten Rajpurohit

et al. erstmals die Expression von HIF-1 in kultivierten Chondrozyten dokumentieren (40).

1.3.3 Krebserkrankungen

Krebserkrankungen stellen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland dar (41). In den letzten Jahrzehnten hat sich das grundlegende Verstindnis der kausalen
Pathogenese solider Tumorn deutlich verbessert. Die genaue Charakterisierung der molekularen
Tumorgenese, von der malignen Transformation tber die systemische Metastasierung bis hin zur
Therapieresistenz, stellt die Grundlage fur die Entwicklung innovativer Therapieansdtze dar. Ein
zentrales Charakteristikum maligner Tumoren ist die Fahigkeit zur systemischen Metastasierung. Die
Auspragung der Metastasierung bestimmt maRgeblich Prognose und Therapiemdglichkeiten von
Krebserkrankungen. Die betroffenen Patienten sterben meist nicht an den lokalen Folgen des
Primartumors, sondern an einer Funktionseinschrankung der von der Metastasierung betroffenen
Organe (42). Das Metastasierungspotential ist entscheidend von der Fahigkeit der Tumorzelle zur
Migration, Invasion und Adhésion an Endothelzellen sowie zum Substrat-unabhangigen Wachstum
abhéngig (43). Die physiologische Interaktion von Tumorzellen mit Komponenten der extrazellularen
Matrix (EZM) stellt einen wesentlichen limitierenden Faktor fur die systemische Disseminierung dar.
Nicht-transformierte Zellen beantworten einen Verlust des EZM-Kontaktes durch Induktion der
Apoptose, welche in dieser besonderen Situation als Anoikis (griechisch ,,Heimatlosigkeit®)
bezeichnet wird (44). Physiologisch stellt die Anoikis einen Schutzmechanismus dar, der aus dem
Gewebeverband geltste Zellen eliminiert, z.B. im Bronchialepithel und im Ggastrointestinaltrakt (45,
46). Die Entwicklung einer Resistenz gegeniiber der Anoikis verbessert das Substrat-unabhéngige
Wachstum der Tumorzellen und damit die Effizienz der Metastasierung (47). Als zentrale Vermittler
der Anoikis wurde die Familie der Integrine identifiziert (48, 49). Integrine sind heterodimere
Rezeptoren, die aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen, welche spezifische EZM-Molekiile als
Liganden binden (50). Die Interaktion von Integrinen und EZM fihrt zur Vermittlung von
Uberlebenssignalen ins Zellinnere und der Verlust dieser Interaktion entsprechend zur Induktion der

Anoikis. Im gesunden Organismus lasst sich ein Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und
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programmierten Zelltod feststellen. Krebserkrankungen flhren zu einer Stérung dieses streng
geregelten  Gleichgewichts,  wobei  sowohl die  unkontrollierte ~ Aktivierung  von
zellzyklusstimulierenden Signalwegen als auch die Hemmung von pro-apoptotischen Signalwegen zur
Tumorbildung fiihren kénnen (51). Eingeleitet wird die Apoptose z.B. durch Wachstumsfaktormangel,
Stérungen bei der Signaltransduktion, DNA-Schadigungen oder Hypoxie. Die Aktivierung einer
Kaskade von spezifischen Proteasen, den sogenannten Caspasen, bildet die molekulare Grundlage der
Apoptose (52). Caspasen katalysieren die Proteolyse zelluldrer Strukturen, z.B. DNA,
Reparaturenzyme und Transkriptionsfaktoren, so dass uber eine Auflosung der zelluldren Integritét
letztlich der programmierte Zelltod erreicht wird (53). Im Verlauf der malignen Transformation wird
eine robuste Unterdriickung apoptotischer Signal- und Exekutionswege beobachtet (54). Diese erklért
sich entweder durch Uberexpression anti-apoptotischer Faktoren oder durch reduzierte Aktivitat pro-
apoptotischer Proteine (55). Deregulierung des Zellzyklus und Inaktivierung der Apoptose stellen
zentrale Eigenschaften maligner Tumore dar und kdénnen somit sinnvolle Angriffspunkte fir

innovative Therapiestrategien darstellen.

Hypoxie ist ein zentrales Charakteristikum des Mikromilieus solider Tumoren und stellt einen
unabhéngigen Prognosefaktor fir Krebserkrankungen dar. Verantwortlich fur die Entwicklung
hypoxischer Tumorbereiche ist das exponentielle und ungeordnete Wachstum neoplastischer Zellen,
welches zur Entstehung von Tumorarealen fihrt, deren Entfernung vom néchstgelegenen Blutgefal
jenseits der maximalen Diffusionsstrecke von O, (ca. 150-200 pum) liegt. Der intratumoralen Hypoxie
kommt eine wesentliche kausale Bedeutung fur die Entwicklung eines malignen Phanotyps zu. Dabei
limitiert Sauerstoffmangel zunéchst das Tumorwachstum durch Hemmung der Zellproliferation sowie
durch Induktion von Wachstumsarrest und Apoptose. Hierdurch entsteht ein Druck zur Selektion
Hypoxie-adaptierter Subpopulationen, die O,-unabhéngig proliferieren und daher eine Progression des
Tumors trotz hypoxischer Mikromilieubedingungen ermdglichen. Die Uberexpression von HIF-1a. ist
ein zentrales Merkmal verschiedener Tumorentitaten (56, 57). HIF-1o. kann in Tumoren entweder
durch intratumorale Hypoxie induziert werden oder aber wird Kkonstitutiv exprimiert infolge der
Aktivierung von Onkogenen (z.B. Ras, ERBB2) oder der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
(VHL, PTEN) (58). Eine Vielzahl klinischer und experimenteller Studien ldsst vermuten, dass HIF-1
eine funktionelle Bedeutung fur Wachstum, Progression und Metastasierung solider Malignome
zukommt (59, 60). Dartber hinaus korreliert die Expression von HIF-1a. in den neoplastischen Zellen
maligner Tumoren mit einer infausten Prognose wie beispielsweise beim Pankreas-, Zervix- und
Mammakarzinom (61-63). In Einklang hiermit fihrte die gentechnische und pharmakologische
Inhibition von HIF-1a in murinen Tumormodellen zu einer Reduktion des Tumorwachstums, wobei
eine erhéhte Apoptoserate, eine reduzierte Angiogenese und eine fehlende metabolische Adaptation
als mogliche Mechanismen diskutiert wurden (64-67). Zudem konnte kirzlich mittels muriner

Metastasierungsmodelle eine Verringerung der Metastasierung nach Inhibition von HIF-1a gezeigt
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werden (68, 69). Von klinischer Relevanz ist die Beobachtung, dass die funktionelle Inaktivierung von
HIF-1a die Empfindlichkeit verschiedenster Karzinomzelllinien sowie auch diverser muriner
Tumormodelle gegeniiber Radio- und Chemotherapie erhohte (70-76). Mittlerweile konnte eine
Vielzahl von HIF-1-Zielgenen identifiziert werden, die mit der Entwicklung des malignen Phénotyps
assoziiert sind (77). Dabei nimmt das HIF-1a-Zielgen VEGF-A (vascular endothelial growth factor
A) eine zentrale Stellung ein, weil er durch die Induktion von Proliferation, Migration und Chemotaxis
von Endothelzellen das komplette zellbiologische Programm der Neubildung von Blutgefaien
aktivieren kann (78, 79). Neben der Angiogenese ist die erhéhte glykolytische Aktivitat solider
Tumore fur den klinischen Verlauf von Krebserkrankungen von prognostischer Bedeutung. Dieser
Zusammenhang konnte beispielhaft fir das Zervixkarzinom und Tumore des Kopf-Hals-Bereichs
gezeigt werden, deren systemische Disseminierung positiv mit der glykolytischen Aktivitat im
Primértumor korreliert (80). Vor dem Hintergrund, dass HIF-1o die (berwiegende Anzahl der
glykolytischen Schliisselenzyme sowie der Glukose-transportierenden Faktoren auf transkriptioneller
Ebene reguliert wird davon ausgegangen, dass HIF-1a eine kausale Bedeutung flr die gesteigerte
Glukoseverwertung in soliden Tumoren zukommt. Des Weiteren werden Invasion und Metastasierung
durch eine Reihe von HIF-1-Zielgenen reguliert, wie beispielsweise durch den Chemokinrezeptor
CXCR4, die Matrixmetalloproteinase-2 oder die Lysyloxidase (81-83). Diese Proteine férdern HIF-1-
abhéngig die Metastasierung und tragen damit zu einem aggressiveren malignen Phanotyp bei.
Letztlich konnte auch das MDR1 (multidrug resistance 1) Gen, welches eine zentrale Bedeutung in
der Regulation von Chemoresistenz aufweist, als HIF-1-Zielgen identifiziert werden (84).
Zusammenfassend lassen diese Zusammenhange vermuten, dass HIF-1 eine kausale Bedeutung im

Rahmen der Progression und Metastasierung von Krebserkrankungen zukommt.

1.4 Zielsetzung

Klinische Studien und in vitro-Experimente deuteten auf eine zentrale Bedeutung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 fur die zelluldre Anpassung an Hypoxie hin. Allerdings ist keiner der
bisher diskutierten experimentellen Ansétze in der Lage, die funktionelle Relevanz von HIF-1 im
Kontext anatomisch und funktionell stark divergierender Zell- und Gewebeverbande systematisch zu
untersuchen. Es ist daher die Zielsetzung dieser Habilitationsschrift, die Effekte der HIF-1-
Inaktivierung in Modellsystemen mesenchymaler sowie maligne transformierter epithelialer Zellen zu
untersuchen und dabei insbesondere die molekularen und zellbiologischen Mechanismen der

Bedeutung von HIF-1 zu identifizieren.
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2 Eigene Arbeiten

2.1 HIF-1la ist ein zentraler Regulator der Funktion mononukledrer Phagozyten

HIF-1o is essential for myeloid cell-mediated inflammation (2003). Thorsten Cramer, Yuji
Yamanishi, Bjorn E. Clausen, Irmgard Forster, Rafal Pawlinski, Nigel Mackman, Volker H. Haase,
Rudolf Jaenisch, Maripat Corr, Victor Nizet, Gary Firestein, Hans-Peter Gerber, Napoleone Ferrara,
Randall S. Johnson. Cell 112:645-657. (85)

Hypoxie ist ein wesentliches Charakteristikum des entziindlichen Mikromilieus und hypoxische
Kulturbedingungen beeinflussen nahezu alle spezifischen Eigenschaften von Makrophagen in
signifikanter Weise (86). Vor diesem Hintergrund wurde eine zentrale Bedeutung des Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktors HIF-1a fiir die regelrechte Funktion mononukleédrer Zellen
vermutet. Zwecks Uberprifung dieser Vermutung wurde ein Mausmodell etabliert, welches die
Analyse von mononuklearen Zellen in ihrer natiirlichen Umgebung erlaubte. Dieses Modell bestand in
einem Zelltyp-spezifischen ,,knock-out* von HIF-1a. unter Anwendung des Cre-loxP-Systems®, wobei
durch Nutzung des LysozymM-Promotors eine auf mononukledre Phagozyten beschrankte Expression
der Cre Rekombinase erreicht wurde (87, 88).

Zur Analyse der Auswirkungen des gewebespezifischen HIF-1a-Verlustes auf den Verlauf
inflammatorischer Prozesse wurden drei unterschiedliche in vivo-Modelle gewahlt: ein akutes
(einmalige epikutane Aufbringung des Phorbolesters TPA) sowie ein chronisches (t&gliche
Aufbringung von 5% SDS fur 5 Tage) Modell der kutanen Entziindung, auferdem eine Form der
passiven Arthritis-Induktion, ausgeldst durch zweimalige intraperitoneale Injektion eines heterologen
Serums. Die Zelltyp-spezifische Inaktivierung von HIF-1a fihrte in allen untersuchten Modellen zu
einer signifikanten Reduktion der entzindlichen Antwort (89). In den Studien zur kutanen
Inflammation zeigten die HIF-1la-defizienten Tiere entweder deutlich reduzierte (im SDS-Modell)
oder komplett fehlende (im TPA-Modell) Einwanderung von inflammatorischen Zellen in die Haut.
Die experimentellen Studien anhand des passiven Arthritis-Modells zeigten ebenfalls eine signifikante
Verbesserung des histologischen Bildes in den HIF-1a-defizienten Méausen und bestétigten somit die
Ergebnisse der kutanen Modellsysteme. Des Weiteren zeigten die klinischen Verlaufsparameter der
Arthritis eine signifikante Reduktion des Schweregrades in den HIF-la-negativen Tieren. Das
anschlieende experimentelle Vorgehen war auf die Eruierung des zugrunde liegenden molekularen

Mechanismus ausgerichtet. Vor dem Hintergrund, dass HIF-1 einen etablierten Regulator der

! Der konditionelle ,,knock-out* unter Anwendung des Cre-loxP-Systems basiert auf der Kreuzung von zwei transgenen
Mauslinien: eine, die zwei sog. loxP-Sequenzen im zu untersuchenden Gen aufweist und eine zweite, die die bakterielle
Rekombinase Cre unter der Kontrolle eines zelltyp-spezifischen Promoters exprimiert. Die funktionelle Inaktivierung der
Genaktivitat beruht auf einer Entfernung des zwischen den loxP-Sequenzen gelegenen DNA-Abschnittes sowie der
konsekutiven Zusammenfligung der entstandenen Doppelstrangenden durch Cre.
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Glykolyse darstellt wurde vermutet, dass die beobachtete Reduktion der Inflammation in den Zelltyp-
spezifischen HIF-1a-,,knock-out“ Mausen durch eine Hemmung der zelluldren Energiesynthese
hervorgerufen wird. Die anschlieRenden Untersuchungen ergaben eine deutliche Hemmung der
glykolytischen Aktivitat in HIF-1o-defizienten Zellen, wobei sowohl Laktat im Zelluberstand als auch
der intrazelluldre ATP-Gehalt in den HIF-la-defizienten Makrophagen hochsignifikant verringert
waren. Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen die besondere Abhéangigkeit mononukleérer
Phagozyten von der glykolytischen Energiegewinnung und zeigen zum anderen die kausale Bedeutung

von HIF-1a in diesem Zusammenhang (90).
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2.2 HIF-1a bestimmt das Metastasierungspotential von Magenkarzinomzellen in vitro

HIF-1o determines the metastatic potential of gastric cancer cells (2009). Nadine Rohwer, Stephan
Lobitz, Katjana Daskalow, Thomas Jons, Michael Vieth, Peter-Michael Schlag, Wolfgang Kemmner,
Bertram Wiedenmann, Michael Hocker*, Thorsten Cramer*. British Journal of Cancer, 100:772-
781. (91)

Prognose und Therapieoptionen des humanen Magenkarzinoms werden hauptsachlich durch die
Ausprégung der systemischen und lymphatischen Metastasierung bestimmt. Eine Vielzahl klinischer
und experimenteller Studien deutet drauf hin, dass HIF-1a eine kausale Rolle fur Wachstum,
Progression und Metastasierung solider Tumoren einnehmen kann. Daher wurde die Bedeutung von
HIF-1oo fiir die Pathogenese des humanen Magenkarzinoms durch Untersuchung zentraler
malignitatsdefinierender Charakteristika bestimmt. Mittels Immunhistochemie an humanen
Magenfriihkarzinomgeweben und fortgeschrittener Magenkarzinome wurde eine Immunreaktivitét von
HIF-1a lediglich in einem geringen Prozentsatz der untersuchten Frihkarzinome nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu zeigten 90% der fortgeschrittenen Magenkarzinome eine spezifische Immunreaktivitat
fur HIF-1oo in den Tumorzellen. Eine signifikante Korrelation zwischen HIF-1a-Expression und
Lymph- sowie BlutgefaBinvasion, Metastasierung oder Tumorstadium konnte allerdings nicht
dokumentiert werden. Zur Analyse der funktionellen Bedeutung von HIF-1o in vitro wurde eine
lentiviral-vermittelte  RNA-Interferenz (RNAi) gegen HIF-la in  den  humanen
Magenkarzinomzelllinien AGS und MKNZ28 etabliert. Die Effizienz der RNAi-vermittelten Inhibition
von HIF-1a betrug 85,2+6,3% (AGS) bzw. 97,2+ 2,1% (MKN28). Die Hypoxie-vermittelte
Stabilisierung von HIF-1a wurde durch die verwendete RNAI in beiden Zelllinien vollstdndig
unterdriickt. Auferdem konnte eine signifikante Reduktion der Genexpression der HIF-1-Zielgene
PGK und CAIX in den verwendeten Zelllinien erreicht werden. Mittels der Zelllinien AGS und
MKN28 wurde anschlieBend die funktionelle Bedeutung von HIF-1a. fur unterschiedliche
tumorbiologische Phdnomene untersucht. In Proliferationsassays wurde gezeigt, dass die Inhibition
von HIF-1a weder unter normoxischen noch unter hypoxischen Kulturbedingungen zu einer
Verénderung des Wachstums fuhrte. Des Weiteren wurde mit modifizierten Boydenkammern die
Migration und Invasion der Magenkarzinomzellen untersucht. Dabei fiihrte die Inaktivierung von
HIF-1a zu einer signifikanten Hemmung von Migration und Invasion der AGS und MKN28 Zellen
unabhdngig von der Sauerstoffkonzentration. Zusétzlich zeigten HIF-lo-defiziente Zellen eine
signifikante Reduktion der Adhasion an Endothelzellen. SchlieBlich wurde gezeigt, dass die
Hemmung von Migration, Invasion und Adhésion auch mittels Anwendung des chemischen HIF-1o-

Inhibitors 2-Methoxyestradiol (2ME2) erreicht werden konnte. Zusammengefasst wurde in dieser
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Arbeit eine spezifische Immunreaktivitat von HIF-1o ausschlieBlich in fortgeschrittenen Stadien der

humanen Magenkarzinogenese sowie eine funktionelle Bedeutung von HIF-1a flr Metastasierungs-

relevante Aspekte in humanen Magenkarzinomzellen nachgewiesen.

(* geteilte Autorenschaft)
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2.3 HIF-1la vermittelt Resistenz gegentiber Anoikis durch Suppression des a5 Integrins

Hypoxia-inducible factor 1o mediates anoikis resistance via suppression of ob integrin. Nadine
Rohwer, Martina Welzel, Katjana Daskalow, David Pfander, Bertram Wiedenmann, Katharina Detjen,
Thorsten Cramer (2008). Cancer Research 68: 10113-10120. (92)

Migration und Invasion werden in zentraler Weise durch die Familie der Integrine reguliert. Integrine
vermitteln als transmembrandre Rezeptoren die Zelladhasion an extrazelluldare Matrix. Im Verlauf der
malignen Transformation entwickeln sich regelméssig Verdnderungen der Integrinexpression. Vor
diesem Hintergrund charakterisierten wir zunéchst die funktionelle Bedeutung von HIF-1a fir die
Integrinexpression in den Magenkarzinomzelllinien AGS und MKN28. Dabei zeigte sich eine
selektiven Induktion des a5 Integrins in HIF-1a-defizienten Zellen, die mittels Durchflusszytometrie,
Immunzytochemie, Western Blot und quantitativer ,real-time*“ PCR bestétigt werden konnte. Die
Regulation der Integrinexpression erfolgt durch unterschiedliche Signalwege, u.a. sind reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entscheidend beteiligt. Vor diesem Hintergrund wurde beobachtet, dass eine
chemische Inhibierung der intrazellularen ROS Bildung die Induktion des a5 Integrins in HIF-1a-
defizienten Magenkarzinomzellen komplett verhinderte. Diesbeziiglich konnte gezeigt werden, dass
die HIF-1a-defizienten Zellen eine signifikant hohere intrazelluléare Konzentration an ROS aufwiesen
als die entsprechenden Kontrollen. Der erhthte Gehalt an ROS konnte demnach als molekularer
Mechanismus der o5 Integrin-Induktion infolge des Verlustes von HIF-1a identifiziert werden. Es ist
bekannt, dass a5 Uber Induktion der Anoikis in epithelialen Zellen Tumor-supprimierende
Eigenschaften aufweisen kann. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die Apoptoseraten in
Abhéangigkeit von HIF-1a sowohl unter adhdrenten Bedingungen als auch unter Substrat-
unabhédngigen Kulturbedingungen bestimmt. Die funktionelle Inaktivierung von HIF-1o ergab keine
Veranderung der Apoptoserate unter adhdrenten Bedingungen, wobei Zellzyklusanalysen sowie die
Ermittlung der Caspase-3 Aktivitdt verwendet wurden. Im Gegensatz dazu wurde mittels
Zellzyklusanalyse und Messung des mitochondrialen Membranpotentials eine robuste und signifikante
Zunahme der Anoikisrate durch Inhibition von HIF-1o dokumentiert. Unter Anwendung eines
Koloniebildungsassays in Soft-Agar wurde nachgewiesen, dass die Inaktivierung von HIF-1a die
Koloniebildung unter substrat-unabhangigen Bedingungen signifikant reduzierte. Zu diesem Zeitpunkt
der Untersuchungen stand die Analyse des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus im
Vordergrund. Erneut flhrte die Hemmung der intrazelluldaren Bildung von ROS zu einer Umkehrung
des Phénotyps der HIF-la-defizienten Magenkarzinomzellen: Die Anoikisrate konnte durch

chemische Inhibition der ROS-Produktion auf das MaR der HIF-1la-kompetenten Kontrollzellen

16



gesenkt werden. Dartiber hinaus konnte durch Behandlung der HIF-1a-defizienten Zellen mit einem
Funktions-blockierenden Antikorper gegen ob gezeigt werden, dass die erhthte Anoikisrate der

HIF-1o-defizienten Zellen tatséchlich durch das a5 Integrin vermittelt wird.
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2.4 Zentrale Regulatoren der Glykolyse werden im humanen hepatozellularen
Karzinom unabhéngig von HIF-1a exprimiert

Distinct temporospatial expression patterns of glycolysis-related proteins in human hepatocellular
carcinoma. Katjana Daskalow, Nadine Rohwer, David Pfander, Sven Jonas, Bertram Wiedenmann,
Christoph Benckert*, Thorsten Cramer™* (2009). Histochemistry & Cell Biology 132:21-31.

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) représentiert den funfthdufigsten malignen Tumor sowie die
dritthdufigste Krebstodesursache weltweit. Die Prognose des HCC st infaust, selbst die
3-Jahreslberlebensrate des prognostisch gunstigen Patientenkollektivs betragt lediglich 20 bis 25%.
Chirurgische Tumorresektion und orthotope Lebertransplantation stellen die einzigen potentiell
kurativen Therapieverfahren des HCC dar. Allerdings wird die Mehrzahl der HCCs (ca. 75%) im
Stadium fortgeschrittenem Tumorwachstums diagnostiziert, so daB eine operative Therapie nicht mehr
in Frage kommt (93). Das HCC weist eine ausgepragte primare Resistenz gegentber antiproliferativen
Pharmaka auf, so dass die systemische Chemotherapie in der HCC-Therapie keinen Stellenwert besitzt
(94). Die erhohte glykolytische Aktivitat in Tumoren wird als ein potentieller Mechanismus der
Therapieresistenz angesehen (95). Vor dem Hintergrund, dass die kausale Bedeutung der Glykolyse
flr die Pathogenese des HCC weitgehend unverstanden ist, wurde eine umfassende histopathologische
Analyse von Glykolyse-assoziierten Faktoren durchgefiihrt. Hierzu wurden anonymisierte
Gewebeproben von 60 HCC-Patienten verwendet und die Proteinexpression  der
Phosphoglyzeratkinase-1 (PGK 1) sowie der Glukosetransporter-1 (Glut-1) und -2 (Glut-2) untersucht.
Die Expression von PGK-1 wurde zusatzlich mittels quantitativer ,real-time* PCR auf
transkriptioneller Ebene analysiert. Es konnte eine moderate PGK-1 Expression in nicht-
transformierten Geweben und eine im Vergleich dazu deutlich erhghte Expression in Tumorgeweben
nachgewiesen werden. Glut-2 zeigte eine vergleichbare Immunreaktivitdt. Die Berechnung der
Uberlebenszeit nach der Kaplan-Meier-Methode ergab, dass Patienten mit Glut-2- und PGK-1-
Immunreaktivitdt in neoplastischen Zellen eine signifikant schlechtere Prognose aufwiesen als
Patienten ohne entsprechende Reaktivitdt. Im Gegensatz hierzu konnte fir Glut-1 Kkeine
Immunreaktivitdt in Tumorgewebe und nicht-transformierten Hepatozyten nachgewiesen werden.
Interessanterweise wurde eine robuste und spezifische Immunreaktivitat des Glut-2 Antikorpers Uber
Endothelzellen von Portal- und tumorassoziierten BlutgefaRen beobachtet. Der Hypoxie-induzierbare
Transkriptionsfaktor HIF-1o stellt einen etablierten Regulator der Expression Glykolyse-assoziierter
Proteinen dar (96). Bemerkenswerterweise konnte eine spezifische nukledre Immunreaktivitat von
HIF-1o nur in 12% der untersuchten HCC-Gewebe nachgewiesen werden. Zusammenfassend kann

festgehalten werden, dass in der vorliegenden Arbeit die Glykolyse-assoziierten Faktoren PGK-1 und
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Glut-2, nicht jedoch HIF-1a, als Marker einer ungunstigen Prognose des HCC identifiziert werden

konnten.
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2.5 Die chondrozytare Expression von Matrixkomponenten sowie von VEGF-A wird
durch HIF-1a kontrolliert

HIF-1a controls extracellular matrix synthesis by epiphyseal chondrocytes. Thorsten Cramer¥*,
David Pfander*, Ernestina Schipani, Randall S. Johnson (2003). J Cell Science, 116:1819-1826. (97)

Die Wachstumsfuge des murinen Gelenkknorpels weist eine ausgepragte Erniedrigung des
Sauerstoffpartialdruckes auf. M&use mit Chondrozyten-spezifischer Inaktivierung von HIF-1o sind
nicht tberlebensfahig, da der HIF-1a-Verlust zu einer herabgesetzten Stabilitat des Trachealknorpels
fiihrt, der durch die mechanische Belastung unter der Geburt bricht und damit den Erstickungstod der
Jungtiere zur Folge hat. Zur Analyse der funktionellen Bedeutung von HIF-1la fiir die
Chondrozytenfunktion etablierten wir deshalb ein experimentelles VVorgehen zur Inaktivierung von
HIF-1a in Chondrozyten in vitro. Zunachst wurden Chondrozyten von neugeborenen Mausen, die
einen HIF-1a loxP/loxP-Genotyp aufwiesen, anhand eines standardisierten Verfahrens isoliert und
kultiviert. Durch Infektion dieser Zellen mit einem Cre-exprimierenden Adenovirus konnte eine
Deletionsfrequenz von HIF-1a in tiber 90% der Zellen erreicht werden. Die Bedeutung von HIF-1a
fir das Wachstum von epiphysealen Chondrozyten wurde zundchst durch die Bestimmung der
zelluléren Proliferation beurteilt, wobei HIF-1a-defiziente Chondrozyten ein signifikant reduziertes
Wachstum aufwiesen (98). Dartiber hinaus resultierte die Deletion von HIF-1a in einer erheblich
eingeschrénkten ATP-Synthese der murinen Chondrozyten. HIF-1a-defiziente Zellen wiesen bereits
unter normoxischen Bedingungen einen um 30% reduzierten ATP-Gehalt auf, der unter Hypoxie noch
weiter sank. Des Weiteren wurden die Folgen des HIF-1a-Verlustes fir spezifische
Chondrozytenfunktionen analysiert. Sauerstoffmangel fuhrte in Wildtyp-Zellen zu einer verstarkten
mRNA- und Protein-Expression von Kollagen Typ Il und Aggrecan, wichtige Bestandteile der
extrazellularen Knorpelmatrix. Interessanterweise konnten die HIF-1a-defizienten Zellen auf Hypoxie
nicht mehr mit einer verstarkten Kollagen Typ IlI- und Aggrecan-Expression reagieren. Darliber
hinaus konnte demonstriert werden, dass die Expression des angiogenen Faktors VEGF-A in
Chondrozyten wesentlich von HIF-1a reguliert wird: Die funktionelle Inaktivierung von HIF-1a
resultierte in einem vollstdndigen Verlust der Hypoxie-induzierten Expressionssteigerung von VEGF-
A.
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3 Diskussion

Die essentielle Bedeutung einer ausreichenden Versorgung mit Sauerstoff fiir Leben und Uberleben
nahezu aller Organismen ist seit vielen Jahrzehnten bekannt. Der lokale Sauerstoffpartialdruck weist in
komplexen, multizellularen Lebewesen bereits unter physiologischen Bedingungen eine grofe
Variabilitat auf (24). Hierbei konnte ein den letzten Jahren gezeigt werden, dass ein reduzierter
Sauerstoffgehalt (Hypoxie) eine zentrale kausale Bedeutung fiir eine Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Phdnomene einnimmt (24). Seit der Erstbeschreibung im Jahr 1992 durch Gregg
L. Semenza und Guang L. Wang ist eine zentrale Bedeutung des Hypoxie-induzierbaren
Transkriptionsfaktors HIF-1 durch eine Vielzahl von deskriptiven Studien und Zellkulturexperimenten
nahegelegt worden (99, 100). Untersuchungen zur kausalpathogenetischen Bedeutung von HIF-1 fir
maligne, immunologische und degenerative Erkrankungen sind in der vorliegenden
Habilitationsschrift beschrieben worden. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf eine
funktionelle Relevanz von HIF-1 fiir die untersuchten Pathologien hin, wobei wichtige zell- und

organtypspezifische Unterschiede festgestellt worden sind.

3.1 Die Bedeutung von HIF-1a fur die maligne Progression

Angesichts der vermuteten Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF-1 fur die Regulation der
Metastasierung und fiir die Vermittlung von Therapieresistenzen in diversen Tumorentitaten wurde die
Rolle von HIF-1 fiir die Pathogenese des humanen Magenkarzinoms sowie des humanen
hepatozelluldren Karzinoms (HCC) untersucht. Hierfiir wurde eine stabile Inaktivierung von HIF-1a

durch Lentiviral-vermittelte RNA-Interferenz in zwei humanen Magenkarzinomzelllinien etabliert.

3.1.1 HIF-1la und die Pathogenese des Magenkarzinoms

Die immunhistochemische Charakterisierung der Immunreaktivitdt von HIF-1o ergab eine deutliche
Proteinexpression des Faktors mit Betonung fortgeschrittenener Tumorstadien. Das dokumentierte
Muster der HIF-1a Immunreaktivitdt ohne klare Assoziation mit definierten Tumorstrukturen lasst
eine Stabilisierung von HIF-1a durch intratumorale Hypoxie eher nachrangig erscheinen und deutet
auf aktivierte Onkogene bzw. inaktivierte Tumorsuppressorgene als Grundlage der HIF-1a
Stabilisierung hin. Eine Proteinexpression von HIF-1a in humanen Magenkarzinomen wurde bereits
von internationalen Arbeitsgruppen berichtet, jedoch zeigten sie im Vergleich zu unseren Daten
teilweise geringere Prozentzahlen HIF-lo-positiver Tumorzellen (101-105). Die Unterschiede im
Ausmall HIF-lo-positiver Tumorzellen sind eventuell durch methodische Unterschiede im

immunbhistologischen  Nachweis von HIF-1laa zu erkldren, weil die Komposition der
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Patientenkollektive und die Anzahl der Prédparate in allen Studien vergleichbar waren. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine hochsensitive Nachweismethode eingesetzt, wodurch die partiell
grossere Zahl HIF-1la-positiver Tumorzellen zu erkldren ist. Im Gegensatz zur Situation in den
fortgeschrittenen Magenkarzinomen zeigten bei den untersuchten Magenfriihkarzinomen nur 15% eine
spezifische Immunreaktivitdt fir HIF-1a. im neoplastischen Kompartiment. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit einer von Sumiyoshi et al. durchgefiihrten Studie und lasst vermuten, dass HIF-1a. erst in
spateren Stadien der Magenkarzinogenese von tumorbiologischer Relevanz ist (106). Die
anonymisierte Datenbank der verwendeten Praparate beinhaltete umfangreiche klinische Parameter der
entsprechenden Patienten, so dass eine detaillierte statistische Auswertung der HIF-1o-
Immunreaktivitit durchgefiihrt wurde. Hierbei bildete sich allerdings keine signifikante Korrelation
zwischen der HIF-1o-Proteinexpression und der Lymph- und BlutgefaRinvasion, der Metastasierung
sowie dem Tumorstadium ab. Begriindet wird diese fehlende Korrelation durch den Nachweis einer
spezifischen HIF-1a-Expression in nahezu allen Préparaten mit fortgeschrittenen Magenkarzinomen,
so dass HIF-1a keinen Stellenwert als prognostischer Marker fur das humane Magenkarzinom
einnehmen diirfte. In Ubereinstimmung hiermit wurde in drei publizierten Studien ebenfalls keine
prognostische Signifikanz der HIF-1a-Immunreaktivitat fur das Magenkarzinom dokumentiert (103,
107, 108). Dies steht im Gegensatz zu einer Vielzahl anderer Tumorarten (z.B. Pankreas- und
Zervixkarzinom, gastrointestinale Stromatumoren), fur die eine klare Assoziation zwischen der
HIF-1a-Immunreaktivitat in neoplastischen Zellen und der Prognose gezeigt werden konnte (109-
112). Diese Daten verdeutlichen, dass die Funktion von HIF-1a fiir die kausale Tumorpathogenese
entscheidend von tumorspezifischen Faktoren bestimmt wird und eine grof3e Variabilitat zwischen den

unterschiedlichen Tumorentitaten aufweisen kann.

Die von uns erhobenen immunhistochemischen Daten lieRen einen zeitlichen und lokalen
Zusammenhang der HIF-lo-Immunreaktivitdit mit der systemischen Disseminierung des
Magenkarzinoms vermuten. In unserem Gewebekollektiv wurde eine spezifische, nukleére
Immunreaktivitdt von HIF-1a regelmdRig in Zellen an den invasiven Tumorgrenzen beobachtet,
wodurch eine Bedeutung von HIF-1a fir invasiv wachsende Tumorzellen nahegelegt wurde. Vor
diesem Hintergrund untersuchten wir die Bedeutung von HIF-1 fir das metastatische Potential des
Magenkarzinoms und charakterisierten die zugrunde liegenden Wirkmechanismen. Diese
Untersuchungen wurden ermdglicht durch eine spezifische RNA-Interferenz sowie die Anwendung
eines chemischen HIF-1-Inhibitors. Zwecks Erreichen einer mdoglichst effektiven RNA-Interferenz
nutzten wir ein lentivirales Transfersystem. Dieser experimentelle Ansatz fihrt durch stabilen Einbau
der shRNA (,,short hairpin RNA*: ein 64-mer, welches flr die spezifisch gegen HIF-1a gerichtete
SiIRNA kodiert) in das Genom der Zielzellen zu einer langanhaltenden und robusten funktionellen
Inaktivierung des Zielproteins. Als chemischen HIF-1-Inhibitor wurde 2-Methoxyestradiol (2ME2)

benutzt. Dieser physiologische Ostrogenmetabolit vermittelt eine anti-proliferative Wirkung tiber anti-
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angiogene und pro-apoptotische Effekte (113). 2ME2 ist heute aufgrund zahlreicher publizierter
Studien internationaler Arbeitsgruppen als robuster Hemmstoff von HIF-1o sowohl in vitro als auch in
vivo akzeptiert (114-117). Translationell bedeutsam ist die Zulassung von 2ME2 als anti-proliferative

Substanz fur klinische Studien. Zurzeit finden sich auf den Internetseiten der Nationalen

Gesundheitsbehorde der USA (www.clinicaltrials.gov) insgesamt neun Klinische Studien zur Analyse
der tumorhemmenden Wirkung von 2ME2 (Handelsname Panzem) in verschiedenen soliden Tumoren
(z.B. Ovarial- und Nierenzellkarzinom oder Glioblastoma multiforme). Die durchgefiihrten Analysen
der Migration und Invasion ergaben erste Hinweise flr eine Bedeutung von HIF-1a fur die Regulation
pro-metastatischer Phdnomene in vitro (118). Hierbei bewirkte sowohl die chemische als auch die
RNAi-bedingte Hemmung von HIF-1a eine signifikante Reduktion von Migration und Invasion.
Bemerkenswerterweise zeigte sich die funktionelle Bedeutung von HIF-1a fir die Metastasierung in
vitro unabhdangig von der Sauerstoffkonzentration. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HIF-1a in
Magenkarzinomzellen bereits unter normoxischen Mikromilieubedingungen einen Regulator von
zentralen Tumor-definierenden Eigenschaften représentiert. Im Gegensatz zu dieser Annahme stehen
die Ergebnisse der eigenen Western Blot Analysen, in denen ohne hypoxische Konditionen kein
Nachweis des HIF-la-Proteins gelang (119, 120). Eine funktionelle Bedeutung von HIF-1 unter
normoxischen Bedingungen wurde allerdings auch von anderen Arbeitsgruppen publiziert (121, 122).
Vor diesem Hintergrund wird allgemein vermutet, dass aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von
HIF-1a. unter Normoxie die Empfindlichkeit des Western Blot zum erfolgreichen Nachweis des
Faktors nicht ausreicht. Migration und Invasion von Zellen benétigen groRe Mengen an freier Energie.
Vor dem Hintergrund der zentralen Bedeutung der glykolytischen Energiegewinnung fiir neoplastische
Zellen und der zentralen Rolle von HIF-1a flr die Regulation der Glykolyse war eine Reduktion der
intrazellularen ATP-Spiegel in den HIF-1la-defizienten Zellen als Mechanismus der Migrations- und
Invasionshemmung diskutiert worden (123). Unsere Experimente konnten allerdings weder einen
reduzierten Gehalt an ATP nach Inaktivierung von HIF-1a noch eine Modifikation des Phanotyps
durch Zugabe von ATP in das Zellkulturmedium zeigen. Der exakte Mechanismus der pro-
metastatischen Funktion von HIF-1o. in den Magenkarzinomzellen konnte daher durch die
vorliegenden Arbeiten nicht identifiziert werden. Eine biologisch relevante Bedeutung von HIF-1a. fur
die Migration von Zellen unterschiedlicher Differenzierung wird allerdings sowohl durch die
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen als auch eigener Untersuchungen an Makrophagen unterstutzt
(124-128).

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein zentraler Prozess im Rahmen der malignen
Transformation und stellt eine Voraussetzung flr die systemische Metastasierung dar (129). Die
zellbiologische Basis der EMT st die Entwicklung von einer per se unbeweglichen, epithelial
differenzierten Primarzelle zu einer motilen, mesenchymal differenzierten Tunorzelle, wobei der

Reduktion von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten eine wesentliche Bedeutung zukommt. Auf
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molekularer Ebene steht der funktionelle Verlust des Adhédsionsmolekils E-Cadherin am Beginn der
EMT-Pathogenese (130). E-Cadherin ist als starker Repressor der Metastasierung bekannt und im
Magenkarzinom ist ein E-Cadherin-Verlust mit Tumorinvasion und schlechter Prognose assoziiert
(131). Interessanterweise reguliert HIF-1 die Expression wichtiger negativer Regulatoren des
E-Cadherin-Gens (z.B. Twist und Snail), so daR die beschriebene Modifikation der Zellmotilitat auch
durch HIF-1-vermittelte Unterstitzung der EMT via Supprimierung der E-Cadherin-Aktivitét
erklarbar ware (132, 133). Diese Uberlegung unterstiitzend fiinrte eine Uberexpression von HIF-1c. in

Nieren- und Prostatakarzinomzellen zur Reduktion der E-Cadherin-Proteinexpression (134, 135).

Zur erfolgreichen Etablierung einer systemischen Metastase mlissen mehrere Abschnitte durchlaufen
werden. Zuerst muss die neoplastische Zelle sich aus dem Tumorverband l6sen, sich dann mittels
Migration und Invasion in Richtung eines Blut- oder Lymphgefales bewegen, dieses Gefal
durchwandern, im Blut- oder Lymphstrom ohne Kontakt zur extrazellularen Matrix und
Zellkomponenten (berleben konnen und schliellich nach Adhésion an Endothelzellen aus dem
Gefdlsystem auswandern und im fremden Mikromilieu proliferieren (136). Aufgrund dieser
komplexen Anforderungen an die Tumorzelle stellt die Metastasierung im Verhéltnis zu den sich pro
Zeiteinheit aus dem Primartumorverband l6senden Zellen einen &uBerst ineffektiven Prozess dar (137).
Hierbei kommt der Fahigkeit der neoplastischen Zellen zum Uberleben ohne Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakte (das sogenannte Substrat-unabh@ngige Wachstum) eine zentrale Bedeutung zu. Das
Ausmal des Substrat-unabhéngigen Wachstums ist eng mit dem Grad der Malignitat assoziiert und
besitzt wesentlichen Einfluss auf Tumorwachstum in vivo. Wie in der vorliegenden
Habilitationsschrift gezeigt, ist HIF-1a ein zentraler Faktor fir die Fahigkeit der verwendeten
Magenkarzinomzelllinien zum Substrat-unabhangigen Wachstum (138). Eine wesentliche Bedeutung
von HIF-1a flir die Substrat-unabhéngige Proliferation wurde von anderen Arbeitsgruppen flr
Kolonkarzinom- und hepatozelluldare Karzinomzellen beschrieben (139, 140). Die verantwortlichen
molekularen Mechanismen konnten allerdings in diesen Studien nicht eindeutig identifiziert werden.
In einer Studie wurde eine Zunahme der apoptotischen Zellfraktion nach Inaktivierung von HIF-1a
beobachtet (141) . Eine zweite Arbeit zeigte einen eher unspezifischen Wachstums-hemmenden Effekt
der HIF-la-Inaktivierung, da bereits die zellulare Proliferation unter Kontakt zur Kulturschale
eingeschrankt war (142). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen waren in der vorliegenden Schrift
sowohl  Substrat-unabhdngige  Proliferation als auch  Apoptose  unter  adhé&renten
Wachstumsbedingungen nicht von HIF-la abhéngig. In der vorliegenden Arbeit konnte in
Ubereinstimmung mit den Daten von Leek und Mitarbeitern eine Zunahme der Apoptose in HIF-1a-
defizienten Tumorzellen als Grundlage der Reduktion des substratunabhdngigen Wachstums
dokumentiert werden (143). Diese spezielle Form der Apoptose, ausgeldst durch einen Verlust von
Zell-Matrix-Kontakten, wird als Anoikis bezeichnet. Die Anoikis stellt einen wirkungsvollen

Schutzmechanismus gegen die Bildung von systemischen Metastasen dar (144). Die Erlangung einer
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Anoikisresistenz -dhnlich der Apoptoseresistenz- stellt daher ein wesentliches Merkmal im Verlauf der
malignen Transformation dar und ermdglicht erst das Substrat-unabhdngige Wachstum neoplastischer
Zellen (145, 146). Als wichtige molekulare Vermittler der Anoikis wurden die Integrine identifiziert
(147). Integrine sind eine grofRe Familie von dimeren Oberflachenrezeptoren und Anoikisresistenz
kann durch Verdnderung des Expressionsmusters oder durch Modifikation der nachgeschalteten
Signaltransduktionskaskaden erreicht werden (148). Vor diesem Hintergrund filhrten wir eine
umfangreiche Analyse der Integrin-Oberflachenprésentation durch, die eine selektive Induktion des
ab-Integrins in HIF-1lo-defizienten Magenkarzinomzelllinien zeigte. Interessanterweise stellt das
a5-Integrin die Funktions-limitierende Komponente des Fibronektinrezeptors (o581 Integrin) dar. Im
Verlauf der malignen Transformation unterschiedlicher Gewebe lassen sich regelméssig
Verénderungen nachweisen, die zu einer Supprimierung der a5B1-Aktivitdt fihren (149-151). In
Ubereinstimmung damit resultierte die Uberexpression von a5B1 in Kolonkarzinomzellen zu einer
signifikanten Reduktion des malignen Potentials in vitro und in vivo (152-156). In der vorgelegten
Habilitationsschrift fuhrte die Hemmung des a5-Integrins unter Anwendung eines neutralisierenden
Antikdrpers zu einer signifikanten Reduktion der Anoikis in den HIF-la-defizienten
Magenkarzinomzellen. Hierdurch wurde das o5-Integrin eindeutig als molekularer Vermittler der

Anoikisinduktion in den HIF-1o-defizienten Zellen identifiziert.

Wie bereits in der Einleitung zu dieser Schrift erwahnt sind aktuell tiber 100 Gene bekannt, deren
Expression von HIF-1a gesteigert wird. Im Gegensatz dazu stellt die Identifikation eines durch HIF-
la negativ regulierten Gens ein duRerst seltenes Ereignis dar. Die HIF-1o-vermittelte Hemmung der
a5-Integrin-Expression konnte mittels Western Blot und DurchfluBzytometrie auf Proteinebene und
mittels quantitativer ,real-time* PCR auf transkriptioneller Ebene dokumentiert werden. Zur
Charakterisierung der molekularen Mechanismen wurde zunédchst die Bedeutung der reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) analysiert. ROS beinhalten freie Radikale
(Superoxidanionen und Hydroxylradikale), stabile Oxidantien (Wasserstoffperoxid und Ozon) sowie
den singuldren Sauerstoff. Reaktive Sauerstoffspezies stellen essentielle Regulatoren von
Proliferation, Apoptose und Chemoresistenz dar und nehmen sowohl physiologische als auch
pathophysiologische Funktionen in der Signaltransduktion wahr (157). Vor diesem Hintergrund ist
eine zentrale Bedeutung der ROS fur die maligne Transformation heute weitgehend akzeptiert (158).
ROS sind in der Lage, die Genexpression verschiedener Integrine zu modifizieren (159).
Interessanterweise konnte speziell fiir das ob5-Integrin eine signifikante Induktion der Expression
durch reaktive Sauerstoffspezies in Magenkarzinomzellen gezeigt werden (160). Diese publizierten
Daten werden durch die hier vorgelegten Ergebnisse bestatigt, wobei ein erhohter intrazellularer
Gehalt an ROS in HIF-1a-defizienten Zellen als zugrunde liegender molekularer Mechanismus der
Induktion des a5-Integrins dokumentiert wurde. In guter Ubereinstimmung mit dieser Arbeit wurden

in HIF-1a-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten ebenfalls erhohte Mengen an ROS
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beschrieben (183). Entsprechend fiihrte eine Uberexpression von HIF-1a zu einer Reduktion des
intrazellularen ROS-Gehaltes in Nierenkarzinomzellen (161, 162). Der verantwortliche molekulare
Mechanismus findet sich in der metabolischen Bedeutung von HIF-1a. Wie bereits in der Einleitung
dieser Schrift erlautert stellt HIF-1ao einen zentralen Regulator der Glykolyse dar. Nach
physiologischer oder pathophysiologischer Aktivierung von HIF-1oo kommt es neben einer starken
Aktivierung der Glykolyse zu einer robusten Hemmung des mitochondrialen Stoffwechsels. Die HIF-
1-Zielgene Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 (PDK1) und Laktatdehydrogenase A (LDHA) hemmen
tber eine reduzierte Bildung von Acetyl-CoA die Aktivitat des Tricarbonsdurezyklus (163, 164).
Zusdtzlich hemmt HIF-1o direkt die Biogenese der Mitochondrien und stimuliert die Autophagie
derselben (165, 166). Vor dem Hintergrund, dass die Mehrheit der intrazellularen ROS im Verlauf der
oxidativen Phosphorylierung an den mitochondrialen Komplexen | und Il entstehen, hat die
Hemmung des mitochondrialen Stoffwechsels durch HIF-1 eine Reduktion des Gehaltes an ROS in
HIF-1a-defizienten Zellen zur Folge (167, 168). Diese molekularen Zusammenhédnge wurden durch
Untersuchungen unterstiitzt, die mittels Uberexpression von PDK1 in HIF-1a-defizienten Tumorzellen

eine signifikante Reduktion der intrazellularen ROS-Konzentration erreichen konnten (169).

3.1.2 Die Expression von HIF-1a im humanen hepatozellularen Karzinom

Die Inzidenz des hepatozellularen Karzinoms (HCC) nimmt in den westlichen Industrielandern
konstant zu, aktuell stellt das HCC die dritthdufigste Krebstodesursache weltweit dar (ref). Die
Uberwiegende Anzahl der Félle wird in einem fortgeschrittenen und damit inoperablem Stadium
diagnostiziert, so dass eine Behandlung unter kurativer Zielsetzung nicht mehr durchgefiihrt werden
kann. Aufgrund der priméren Resistenz des HCC gegenlber systemischer Chemotherapie sind die
etablierten antiproliferativen Substanzen in der Therapie des HCC wirkungslos und die
5-Jahresiiberlebensrate aller Patienten ist kleiner als 5%. Die exakte Kenntnis der molekularen
Pathogenese des HCC stellt eine Voraussetzung fir die Entwicklung innovativer, zielgerichteter
Therapieformen dar. Im Verlauf der malignen Progression des HCC lasst sich sowohl an humanen
Gewebeproben als auch in unterschiedlichen Tiermodellen eine signifikante Aktivierung HIF-1a-
abhangiger  Signalwege  nachweisen.  Hepatozellulare  Karzinome sind  typischerweise
hypervaskularisierte Tumore und die Neubildung von arteriellen GeféRen korreliert signifikant mit
dem Malignitatsgrad der Tumoren (170). Eine grofRe Anzahl der durch HIF-1 regulierten
pro-angiogenen Faktoren findet sich im humanen HCC im Vergleich zu normalem Lebergewebe
erhéht exprimiert (z.B. VEGF-A, Angiopoeitin-2 und IGF-2) (171). Das X Protein (HBXx) des
Hepatitis B Virus (HBV) wird im Verlauf der HBV-Infektion exprimiert und ist durch Modulation von
Angiogenese, hepatozellularer Transkription und zelluldren Schutzmechanismen gegen genotoxischen
Stress kausal an der HBV-induzierten Hepatokarzinogenese beteiligt (172). Aktuelle Studien konnten

zeigen, dass HBx in vitro zu einer Stabilisierung von HIF-1a. mit nachfolgender Transkription von
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HIF-1a-Zielgenen fiihrte (173). Zusammenfassend deuten diese Daten auf eine funktionelle
Bedeutung von HIF-1a im Rahmen der Hepatokarzinogenese hin. Die Proteinexpression von HIF-1o
im humanen HCC war bis dato nicht umfassend untersucht worden, so dass wir in Kollaboration mit
der Arbeitsgruppe von Professor Sven Jonas (Klinik fur Allgemein-, Visceral- und
Transplantationschirurgie) eine HIF-1a-Immunhistochemie an anonymisierten Gewebeproben von 60
Patienten durchfuhrten. Dabei war eine spezifische nukledre Farbung des HIF-1a Proteins lediglich in
12% der Tumorproben nachweisbar. Diese geringere Positivitdt wurde durch eine Arbeit von Yasuda
et al. bestatigt, die in keinem von 40 immunhistochemisch untersuchten HCCs eine Immunreaktivitat
von HIF-1a. nachweisen konnten (174). Eine dartber hinausgehende kritische Wertung dieses
Ergebnisses féllt schwer, da die sonstigen publizierten Daten in nicht allgemein zugénglichen
asiatischen Zeitschriften veroffentlicht worden sind. Angesichts der guten Ubereinstimmung mit der
Arbeit von Yasuda et al. lassen unsere Daten vermuten, dass der immunhistochemische Nachweis von
HIF-1o an archivierten Paraffingeweben keine Aussage zur Prognose des HCC erlaubt. Vor dem
Hintergrund, dass die Qualitdt der Antigenkonservierung in Paraffin-eingebetteten Geweben mit der
Zeit abnimmt kann nicht mit ausreichender Sicherheit konstatiert werden, dass HIF-1a nicht doch in
groRerem Umfang im humanen HCC exprimiert ist (175). Eine sinnvolle Ergénzung dieser
Untesuchungen konnte daher zum Beispiel die Analyse der Genexpression von HIF-1o im HCC oder

eine Immunhistochemie an Gefrierschnitten sein.

Wie in der Einleitung dieser Habilitationsschrift bereits erldutert stellt HIF-1 durch Regulation
glykolytischer Schliisselenzyme sowie Glukose-transportierenden Faktoren einen wesentlichen
Vermittler der zelluldaren Glukosehomdostase dar (176). Erhohte glykolytische Aktivitat repréasentiert
ein zentrales Charakteristikum solider Tumoren und ist -ahnlich wie die Hypoxie- fur den klinischen
Verlauf von Krebserkrankungen von prognostischer Bedeutung (95). Die verstarkte Glykolyse
maligne transformierter Zellen wurde 1930 vom deutschen Biochemiker und Nobelpreistrager Otto
Heinrich Warburg entdeckt und wird entsprechend als Warburg Effekt bezeichnet (177). In den letzten
Jahren sind eine Vielzahl von Arbeiten unabhéngiger internationaler Arbeitsgruppen publiziert
worden, die mittels in vitro und in vivo Tumormodellen eine kausale Bedeutung der erhdhten
Glykolyse fur die maligne Transformation zeigen konnten (178-180). Die aktuell vorliegenden Daten
zur kausalen Bedeutung der Glykolyse fiir Krebserkrankungen sind in ihrer Gesamtheit so
tiberzeugend, dass bereits die Aufnahme der Glykolyse in die von Douglas Hanahan und Robert
Weinberg beschriebenen grundsétzlichen Charakteristika von Tumorzellen (,,Hallmarks of Cancer®)
diskutiert wird (181, 182). Die hier diskutierte experimentelle Arbeit stellt die erstmalige
Beschreibung einer prognostisch relevanten Expression Glykolyse-assoziierter Faktoren im humanen
HCC dar (183). PGK-1 ist ein zentrales Enzym des Glukosestoffwechsels und katalysiert die
reversible Reaktion von 1,3-Bisphosphoglyzerat zu 3-Phosphoglyzerat. Die immunhistochemische

Analyse der humanen Leberbiopsien zeigte eine moderate PGK-1 Immunreaktivitdt in nicht-
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transformierter Leber und eine starke Immunreaktivitdt in malignen Hepatozyten. Mithilfe einer
quantitativen PCR wurden die Analysen erganzt und der immunhistologische Befund bestétigt. Die
Auswertung beider Methoden zeigte, dass die Expression von PGK-1 im HCC mit einer schlechten
Prognose korrelierte. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Daten anderer Arbeitsgruppen, die
eine erhéhte PGK-1-Expression mit einer progressiven Tumorerkrankung bei Patienten mit Lungen-
und Pankreaskarzinomen assoziieren konnten (184, 185). Interessanterweise besitzt PGK-1 neben der
glykolytischen Funktion noch weitere tumorbiologisch relevante Wirkungen. So kann von
neoplastischen Zellen sezerniertes PGK-1 die Synthese des anti-angiogenen Faktors Angiostatin aus
Plasmin katalysieren und somit die intratumorale Neubildung von GefaRstrukturen hemmen (186).
Dariuiber hinaus ist eine unterstiitzende Funktion von PGK-1 im Rahmen der Reparatur geschédigter
DNA beschrieben worden (187). Die beiden letztgenannten Funktionen wirden eine
Tumor-hemmende Wirkung bedingen, ihre biologische Relevanz im Kontext der komplexen
Pathogenese solider Tumoren kann aktuell nicht umfassend beurteilt werden und bedarf weiterer
Untersuchungen. Die Familie der Glukosetransporter beinhaltet mindestens 14 homologe
Membranproteine und ist essentiell fir die intrazelluldare Aufnahme von Glukose und damit auch fir
die Glykolyse. Glukosetransporter 1 (Glut-1) wird ubiquitdr exprimiert, wobei die hier vorgelegten
Daten allerdings dafiir sprechen, dass Glut-1 im humanen HCC nur eine untergeordnete Rolle spielt.
Diese Annahme wird von publizierten Daten unabhéngiger Arbeitsgruppen unterstutzt (188, 189). Im
Gegensatz zu Glut-1 konnte fir den Glukosetransporter 2 (Glut-2) eine Assoziation der
tumorspezifischen Proteinexpression mit der Prognose der Patienten dokumentiert werden. Dies
stimmt gut mit publizierten Daten Uberein, die das Glut-2 Protein mittels Immunhistochemie in
humanen HCC-Proben nachweisen konnten (190, 191). Darliber hinaus bestitigen diese Daten die
Arbeit von Paudyal und Mitarbeitern, die ebenfalls eine schlechtere Prognose der Patienten bei
Positivitat der HCC-Zellen fiir Glut-2- feststellen konnten (192).

3.2 Die immunologische Bedeutung von HIF-1a.

In eigenen Arbeiten konnte erstmalig eine auf mononukledre Phagozyten begrenzte Inaktivierung von
HIF-1a etabliert und die biologischen Konsequenzen unter Anwendung verschiedener in vivo und in
vitro Modelle der Entziindung demonstriert werden. Diese experimentelle Strategie, die auf dem Cre-
loxP-System des sogenannten konditionellen (oder gewebespezifischen) ,,knock-outs* basierte, flihrte
zur ldentifizierung einer zentralen Rolle von HIF-1a fiir die Gewahrleistung der Phagozytenfunktion.
Hierbei war die Bedeutung von HIF-1a. nicht spezifisch fur ein Entzindungsmodell, sondern zeigte
sich in robuster Auspragung Uber ein breites Spektrum verschiedener entzlindlicher Insulte. Dariiber
hinaus konnten diese eigenen Arbeiten auch erstmalig eine essentielle Bedeutung von HIF-1a fir die
antimikrobielle  Aktivitdt von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten

dokumentieren. Diese Resultate bestatigten eindrucksvoll die den experimentellen Arbeiten zugrunde
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liegende Hypothese. Diese besagte, dass mononukledre Phagozyten aufgrund der Sauerstoffarmut des
entztndlichen Mikromilieus optimal an hypoxische Konditionen angepasst sein mussen, wobei
HIF-1a als molekularer Vermittler dieser Anpassungsvorgange vermutet worden war. Diese Funktion
von HIF-1a war zum Zeitpunkt der Verdffentlichung der Arbeiten vollkommen unbekannt (193, 194).
In den folgenden Jahren ist allerdings eine Vielzahl von experimentellen Arbeiten erschienen, die die
eigenen Resultate bestatigen konnten, so dass die zentrale Bedeutung von HIF-1a fir die Regulation
der Phagozytenfunktion heute allgemein anerkannt ist (195). Die eigene Arbeit zur Charakterisierung
des Mechanismus hinter der Bedeutung von HIF-1a zeigte eine hochsignifikante Reduktion der
Energietrager in HIF-1o-defizienten Zellen. Die intrazellularen ATP-Spiegel waren durch den Verlust
von HIF-1a um gut 80% erniedrigt und diese deutliche Einschrdnkung der Energiesynthese wurde als
verantwortlicher Mechanismus fiir die herabgesetzte Phagozytenfunktion angesehen (196). Die
reduzierten ATP-Spiegel erklarten sich aus der Bedeutung von HIF-1la fur die Kontrolle der
Glykolyse. Wie bereits mehrfach in dieser Habilitationsschrift erwéhnt wird die Genexpression der
Mehrzahl der glykolytischen Enzyme von HIF-1a reguliert (197). Dariber hinaus beeinflusst HIF-1a
durch Kontrolle der Glukosetransporter-1 und -3 auch die zelluldre Aufhahme von Glukose (198). Die
ersten experimentellen Hinweise, dass Zellen des Immunsystems in besonderer Weise von
glykolytischer Energiegewinnung abhéangig sind, wurden vor gut einhundert Jahren von Levene und
Meyer erbracht (199). Spater konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten die von ihnen
benétigte Energie hauptséchlich durch Glykolyse generieren und zwar sowohl unter aeroben als auch
unter anaeroben Bedingungen (200). Nachfolgend wurde Kklar, dass Phagozyten -im Gegensatz zu den
meisten anderen Zelltypen- auch in sauerstoffreichen Mikromilieus keine bevorzugte Nutzung der
oxidative Phosphorylierung zur ATP-Synthese aufweisen (201). In neutrophilen Granulozyten wird
bereits unter ruhenden, aeroben Bedingungen ca. 85% der aufgenommenen Glukose zu Laktat
verstoffwechselt (202). Die ausgepragte Abhéngigkeit von der Glykolyse ist demnach ein zentrales
Charakteristikum der Phagozyten. Experimente mit Glykolyseinhibitoren zeigten, dass diese
Substanzen signifikant hemmende Effekte auf zentrale Phagozytenfunktionen wie z.B. Migration,
Invasion und Chemotaxis haben, wéhrend eine Hemmung der Mitochondrienaktivitat ohne
wesentliche Wirkung auf diese Phanomene blieb (203, 204). Die eigenen Arbeiten konnten eine
signifikante Reduktion Phagozyten-vermittelter Entzindungsprozesse aufgrund einer reduzierten
zellularen Energiesynthese nach funktioneller Inaktivierung von HIF-1o. dokumentieren. Es wurde
demnach eine Bestatigung der zentralen Bedeutung der Glykolyse fiir die regelrechte Funktion

inflammatorischer Zellen durch Anwendung moderner gentechnischer Methoden erreicht.

3.3 HIF-1la als Regulator des Knorpelstoffwechsels

Das Chondrozyten-typische Mikromilieu ist durch Hypoxie, niedriger Glukosekonzentration und

sauren pH und damit insgesamt sehr anspruchsvollen Bedingungen gekennzeichnet (205, 206). Die
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Analyse von Knorpelgewebe, welches durch Anwendung des Cre-loxP-Systems eine Chondrozyten-
spezifische funktionelle Inaktivierung von HIF-1o. aufwies, konnte eindrucksvoll zeigen, dass
Uberleben und physiologischer Wachstumsarrest von Chondrozyten der Wachstumsfuge in zentraler
Weise von HIF-1a kontrolliert werden (207). In eigenen Arbeiten wurde daraufhin die Hypothese
verfolgt, dass HIF-1a. durch Regulation der glykolytischen Energiegewinnung die Funktion von
Chondrozyten beeinflusst (208-211). Die experimentellen Arbeiten basierten auf der Analyse HIF-1a.-
defizienter muriner Chondrozyten. Ein entsprechendes Protokoll wurde durch adenoviral-vermittelte
Cre-Expression in Chondrozyten, die aus murinen Epiphysen von Tieren mit einem HIF-1a loxP/loxP
Genotyp isoliert wurden, etabliert. Diese Zellen zeigten eine deutliche Wachstumsretardierung nach
Verlust von HIF-1a. in vitro, wodurch die Ergebnisse der zuvor publizierten in vivo Studien bestatigt
wurden (212). Die nachfolgenden Analysen ergaben eine signifikante Bedeutung von HIF-1a fur die
Regulation des glykolytischen Stoffwechsel in den Chondrozyten: Die intrazellulare ATP-
Konzentration war in den HIF-la-defizienten Knorpelzellen um etwa 50% niedriger als in
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (213). Diese Ergebnisse werden sowohl von publizierten Daten
mithilfe muriner embryonaler Fibroblasten als auch von eigenen Arbeiten mit mononukleédren
Phagozyten bestétigt (214, 215). HIF-1a stellt demnach einen wichtigen Regulator der zelluléren
Energiehomd@ostase in verschiedenen Zelltypen dar. Zur Untersuchung der Bedeutung von HIF-1o fir
die Regulation der Glykolyse in Chondrozyten flihrten wir Laktatmessungen sowie
Genexpressionsanalysen  wichtiger Faktoren des Glukosestoffwechsels durch. Entsprechend
publizierten und eigenen Daten fiihrte die Inaktivierung von HIF-1a zu einer signifikanten Abnahme
der Laktatkonzentration im Uberstand der Chondrozyten, wobei der Unterschied unter hypoxischen
Bedingungen ausgepréagter war als unter Normoxie (216-218). Die quantitative Bestimmung der
Genexpression von Glut-1 und PGK-1 mittels quantitativer ,real-time* PCR dokumentierte eine
fehlende Steigerung der Expression unter Hypoxie in den HIF-1lo-defizienten Chondroyzten und
bestétigte damit die zentrale Bedeutung von HIF-1o fur die Aktivierung der Glykolyse unter
Sauerstoffmangelbedingungen. Nachfolgend interessierte uns die Rolle von HIF-1a fir die
chondrozytare Synthese von Matrixkomponenten, wobei wir zwei zentrale Proteoglykane der
Knorpelmatrix untersuchten: Aggrecan und Kollagen Typ Il (219). Die funktionelle Inaktivierung von
HIF-1a fuhrte zur signifikanten Reduktion der Expression von Aggrecan und Kollagen Typ |1, wobei
der Effekt unter hypoxischen Bedingungen noch deutlicher war. Weiterflihrende eigene Arbeiten
zeigten, dass auch die Hypoxie-induzierte Expression des angiogenen Wachstumsfaktors VEGF-A in
Knorpelzellen unter Kontrolle von HIF-1a stand (220). Die enchondrale Ossifikation der epiphysaren
Wachstumsfuge stellt einen entscheidenden Vorgang im Rahmen der Bildung des Knochengeriistes
dar (221).Dabei kommt der Einsprossung von Endothelzellen aus dem metaphyséren Knochen in den
Knorpel und der nachfolgenden Ausbildung intakter Blutgefdle (Angiogenese) eine zentrale

Bedeutung zu (222). Die Angiogenese wird durch das Verhéltnis einer Vielzahl aktivierender und
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hemmender Faktoren bestimmt (223). Hierbei nimmt VEGF-A eine zentrale Stellung ein, weil er
durch die Induktion von Proliferation, Migration und Chemotaxis von Endothelzellen das komplette
zellbiologische Programm der Neubildung von BlutgefaRBen aktivieren kann (224). Die erwéhnten
eigenen Daten lassen vermuten, dass HIF-la. durch Kontrolle der VEGF-A-Expression eine
pathogenetisch  bedeutende Funktion in der Skeletogenese besitzt. Zum Zeitpunkt der
Veroffentlichung dieser eigenen Daten war eine umfassende Diskussion der Ergebnisse nicht mdglich,
da es sich um die Erstbeschreibung dieser HIF-1a-Funktion gehandelt hatte. In der Zwischenzeit sind
allerdings mehrere Veroffentlichungen unabhéngiger Arbeitsgruppen erschienen, die ebenfalls eine
funktionelle Aktivierung von HIF-1a in Chondrozyten gezeigt haben (225-227). Eine zentrale
Bedeutung von HIF-1 fir Physiologie und Pathphysiologie des Knorpels ist mittlerweile international
akzeptiert (228).

Préklinische und klinische Arbeiten der letzten Jahre machen zunehmend deutlicher, dass die
biologische Bedeutung von HIF-1 weit Uber die Regulation der Adaptation an Hypoxie hinausgeht.
Eigene Arbeiten konnten eine zentrale Funktion von HIF-1 im Rahmen der Pathogenese entzindlicher
und degenerativer Erkrankungen zeigen. Erstmalig wurde HIF-1 als essentieller Regulator der
Aktivitdat von myeloiden Zellen identifiziert. Die bereits bekannte Bedeutung von HIF-1 fiir eine
physiologische Entwicklung der Wachstumsfuge wurde durch die Charakterisierung der
Matrixkomponenten Kollagen Typ Il und Aggrecan sowie des pro-angiogenen Faktors VEGF-A als
HIF-1-Zielgene weiter untersucht. SchlielRlich erweiterten die Arbeiten das Verstdndnis der Funktion
von HIF-1 im Rahmen der malignen Transformation. Diesbezlglich wurde gezeigt, dass HIF-1 sowohl
eine wichtige als auch eine vernachlassigbare pathogenetische Bedeutung fur solide Tumore
einnehmen kann. Diese Arbeiten deuten daher auf eine Kontext- und Tumor-spezifische Bedeutung
von HIF-1 im Rahmen der kausalen Pathogenese solider Tumore hin. Die intensiven Bemiihungen,
chemische Inhibitoren von HIF-1 als Therapeutika gegen entziindliche, degenerative und maligne
Erkrankungen zu etablieren werden durch diese Arbeiten zusatzlich unterstiitzt. Angesichts der
beschriebenen Bedeutung von HIF-1 fir physiologische Funktionen von Immunzellen und
Chondrozyten werden zukiinftige klinische Studien zeigen missen, dass diesbeziiglich keine
unerwinschten Arzneimittelwirkungen auftreten, die der Zulassung dieser Substanzgruppe im Wege

stehen.
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4 Zusammenfassung

Sauerstoff stellt aufgrund seiner Bedeutung als finaler Elektronenakzeptor in der oxidativen
Phosphorylierung eine unabdingbare Voraussetzung flr die Existenz der Mehrzahl von Organismen
dar. Eine kritische Abnahme der Sauerstoffkonzentration (Hypoxie) kann durch Einschrankung der
zelluldren Energiesynthese lebensbedrohliche Folgen haben. Mehrzellige Organismen besitzen daher
ein  komplexes Programm zur Adaptation an Hypoxie, dem letztlich ein verbesserter
Sauerstofftransport im Blut, eine erhdhte Organperfusion, BlutgefdRneubildung und eine Aktivierung
der Glykolyse bei gleichzeitiger Reduktion der Mitochondrienfunktion zugrunde liegt. Hypoxie besitzt
dabei als Charakteristikum verschiedenster Prozesse, z.B. der Embryonalentwicklung, der Entziindung
sowie der malignen Transformation zentrale physiologische und pathophysiologische Relevanz. Der
Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor 1 (HIF-1) stellt einen entscheidenden Vermittler der
zelluldren Adaptation an Hypoxie dar. Eine Vielzahl von Studien lasst vermuten, dass HIF-1 eine
funktionelle Bedeutung fur die Pathogenese inflammatorischer, neoplastischer und degenerativer
Erkrankungen zukommt, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen weitgehend unklar sind.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war daher die umfangreiche Charakterisierung der
pathobiologischen Funktion von HIF-1 im Rahmen der erwéhnten Krankheitsbilder einschliellich der
beteiligten molekularen und zellbiologischen Mechanismen. Zunéchst wurde unter Anwendung des
Cre-loxP-Systems eine Gewebe-spezifische Inaktivierung von HIF-1 in mononukledren Phagozyten
bzw. Chondrozyten etabliert. Zur HIF-1-Hemmung in vitro wurde eine funktionelle Inaktivierung der
regulatorischen a-Untereinheit von HIF-1 (HIF-1o) mittels lentiviraler RNA-Interferenz erarbeitet. Es
konnte gezeigt werden, dass HIF-1 eine kausale Bedeutung fir die Pathogenese der hier verwendeten
Modellsysteme einnimmt. So wurde HIF-1 erstmalig als zentraler Faktor fur die regelrechte Funktion
mononukleérer Phagozyten identifiziert. Daruber hinaus konnte eine wesentliche Bedeutung von HIF-
1 fiir die Pathobiologie von Chondrozyten gezeigt werden. AuRerdem deuteten die Ergebnisse auf eine
differentielle Rolle von HIF-1 im Rahmen neoplastischer Erkrankungen hin: Im Magenkarzinom
konnte eine pathogenetisch relevante HIF-1-Expression nachgewiesen werden, das humane
hepatozellulare Karzinom zeigte dagegen keine relevante Aktivitat des Faktors. Zusammengefasst
dokumentiert die vorliegende Arbeit eine kausalpathogenetische Relevanz von HIF-1 fir die
Makrophagen-vermittelte Entziindung, das Magenkarzinom und die Osteoarthrose. Es kann daher
vermutet werden, dass HIF-1-inhibierende Strategien eine sinnvolle Ergénzung der aktuellen

Behandlungsverfahren fir inflammatorische, degenerative und maligne Erkrankungen darstellen.
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Abstract

Oxygen constitutes a central prerequisite for the existence of the majority of animals and plants due to
its role as an electron acceptor during oxidative phosphorylation. Reduction of oxygen partial pressure
(hypoxia) may result in significant limitation of cellular energy synthesis and thereby can exert
deleterious effects in the whole organism. To subvert potentially harmful consequences of hypoxia,
multicellular organisms have developed a complex program to adapt to low oxygen levels. Improved
oxygen transport in blood, increased organ and tissue perfusion, development of new blood vessels
(angiogenesis) and activation of glycolysis represent central features of this hypoxic adaptation.
Hypoxia is a common characteristic of diverse physiological and pathophysiological processes, e.g.
embryonic development, inflammation and malignant transformation. The hypoxia-inducible
transcription factor HIF-1 represents the pivotal molecular mediator of cellular adaptation to low
oxygen levels. A vast number of studies points towards a functional relevance of HIF-1 for the
pathogenesis of inflammatory, neoplastic and degenerative diseases. However, the underlying
molecular mechanisms remain largely elusive. Therefore, the presented work aimed at performing a
comprehensive characterization of the pathobiological role of HIF-1 in the context of the
aforementioned diseases including the underlying molecular and cell biological mechanisms. By
applying the Cre-loxP-system, a tissue-specific functional inactivation of HIF-1 in cells of the myeloid
lineage and in chondrocytes was established. Inactivation of HIF-1a., the oxygen-regulated subunit of
HIF-1, in vitro was achieved by means of lentivirally transduced RNA interference. It could be shown
that HIF-1 represents a pivotal factor for maintaining physiological myeloid cell function in the
context of various in vivo inflammation models. Furthermore, HIF-1 was identified as being centrally
involved in the expression of cartilage type Il and aggrecane, two characteristic and important
members of the extracellular matrix in cartilage, in chondrocytes. Finally, the results point towards a
tissue-specific role of HIF-1 during tumor pathogenesis: While gastric cancer displayed robust and
functional HIF-1 expression, hepatocellular carcinoma cells failed to show significant expression of
HIF-1a. Taken together, this work showed a functional relevance of HIF-1 for the pathogenesis of
myeloid-mediated inflammation, gastric cancer and osteoarthritis. It can be concluded that inhibition
of HIF-1 constitutes a reasonable supplementation to established therapeutic strategies against

inflammation, gastric cancer and degenerative diseases.
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