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1 Einleitung 

1.1 Krebs 

Krebserkrankungen stellen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithäufigste Todesursache in 

Deutschland dar [1]. Als Krebs bezeichnet man im weitesten Sinne alle bösartigen (malignen) 

Tumoren, wobei der Begriff Tumor definiert ist als eine Neubildung von Gewebe [2]. Maligne 

Tumoren unterscheiden sich von gutartigen (benignen) Tumoren im Wesentlichen durch ihren 

infiltrativen und metastasierenden Wachstumscharakter [2]. Hinsichtlich des Gewebes, aus dem 

maligne solide Tumoren hervorgehen, unterscheidet man Karzinome und Sarkome. Karzinome sind 

epithelialen Ursprungs, wohingegen sich Sarkome vom Mesenchym ableiten. Ungefähr 80% aller 

humanen Krebserkrankungen sind Karzinome, z.B. das kolorektale Karzinom, das Mamma- oder das 

Magenkarzinom. Das Wissen über die molekularen und zellbiologischen Mechanismen der 

Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen ist immer noch unzureichend. In den letzten 

Jahrzehnten hat sich jedoch das grundlegende Verständnis der kausalen Tumorpathogenese deutlich 

verbessert. Aufgrund der Vielfalt und Komplexität von Tumorerkrankungen stellt die genaue 

Charakterisierung der molekularen Vorgänge in der Tumorzelle, beginnend bei der malignen 

Transformation bis hin zur Therapieresistenz etablierter Tumoren und Metastasen, die Grundlage für 

die Entwicklung innovativer und wirksamer Therapieansätze dar. 

 

1.1.1 Molekulare Grundlagen der Karzinogenese 

Krebs ist eine multifaktorielle, genetisch bedingte Erkrankung. Krebserkrankungen unterscheiden sich 

in zwei wichtigen Punkten von anderen genetischen Erkrankungen: (i) Krebserkrankungen gehen in 

der Regel auf somatische Mutationen zurück und (ii) bei der Entstehung von Krebs bedarf es nicht nur 

einer einzigen Mutation, sondern einer Akkumulation mehrerer genetischer Mutationen [3]. Damit 

handelt es sich bei dem Vorgang der Karzinogenese um einen sehr komplexen, mehrstufigen Prozess, 

der auch als somatische Mikroevolution interpretiert werden kann [4,5]. Im Verlauf dieses 

evolutionären Prozesses erwerben nicht-transformierte Zellen schrittweise durch mehrere unabhängige 

Mutationen gefolgt von der Selektion die Eigenschaften des malignen Tumors. Ein beeindruckendes 

und sehr gut untersuchtes Beispiel ist das von Eric Fearon und Bert Vogelstein aufgestellte genetische 

Modell der kolorektalen Karzinogenese [6]. In diesem Modell ist eine typische Abfolge genetischer 

Alterationen beschrieben, die über das Zwischenstadium des benignen Adenoms zur Entwicklung 

eines malignen Karzinoms aus normalem Darmepithelium führen kann (Abb. 1). 
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Abb. 1 Modell zur Karzinogenese am Beispiel des kolorektalen Karzinoms. 
Bei einem Großteil aller kolorektalen Karzinome sind Mutationen, die das Tumorsuppressorgen APC betreffen, 
der erste oder zumindest ein sehr früher Schritt der Krebsentstehung. Anschließend fördern dann besonders 
häufig Mutationen in dem Onkogen K-ras, dem Tumorsuppressorgen p53 sowie in Genen des Chromosoms 18, 
wie dem SMAD4- oder DCC-Gen, die Tumorprogression und führen zur Ausbildung des invasiven kolorektalen 
Karzinoms [3]. (modifiziert nach Fearon & Vogelstein [6]) 
 

Die Gene, deren Alterationen für die Ausbildung eines malignen Tumors verantwortlich sind, werden 

in drei Gruppen unterteilt [7]: 

1. Proto-Onkogene (Onkogene), 

2. Tumorsuppressorgene, 

3. Mutator- oder Stabilitätsgene. 

Proto-Onkogene sind Gene, deren Genprodukte an der Kontrolle der Zellproliferation beteiligt sind, 

wie z.B. Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, Tyrosin-spezifische Proteinkinasen und 

Transkriptionsfaktoren [8]. Durch Alterationen wie Punktmutationen, Chromosomen-Translokationen 

oder Gen-Amplifikationen werden Proto-Onkogene in Onkogene umgewandelt [9], die dadurch ihre 

regulierende Wirkung auf die Zellproliferation verlieren und zum unkontrollierten Zellwachstum 

führen. Infolge der Transformation erfahren die Genprodukte der Onkogene eine dauerhafte 

Aktivitätssteigerung bzw. werden konstitutiv exprimiert. In der Regel ist für die Aktivierung eines 

Onkogens eine Mutation in einem der beiden Allele des Proto-Onkogens ausreichend. Beispiele für 

Onkogene sind K-ras, BRAF und Src [7]. 

Tumorsuppressorgene sind definiert als Gene, die durch Funktionsverlust ihre tumorhemmende 

Wirkung verlieren und dadurch die Tumorbildung fördern. Nach der „Two-Hit“-Hypothese sind 

Tumorsuppressorgene rezessiv, demzufolge erfordert der Funktionsverlust eine Inaktivierung beider 

Allele des Tumorsuppressorgens [10,11]. Neuere Untersuchungen haben hingegen gezeigt, dass für 

manche Tumorsuppressorgene eine Haploinsuffzienz1

Neben Onkogenen und Tumorsuppressorgenen bilden Mutator- oder Stabilitätsgene die dritte Gruppe 

von tumorrelevanten Genen. Die Stabilitätsgene erhalten die Integrität des Genoms, indem sie 

genetische Alterationen auf ein Minimum reduzieren [7]. Sie kodieren für Genprodukte, die an der 

 besteht [12-14]. Viele der bekannten 

Tumorsuppressorgene kodieren für Genprodukte, die die Zellproliferation direkt oder indirekt negativ 

regulieren oder aber die Apoptose einleiten können. Bekannte Tumorsuppressorgene sind 

beispielsweise p53, das Retinoblastomgen Rb und das APC-Gen [3]. 

                                                 
1 Das heißt, ein intaktes Allel ist nicht ausreichend, um die Gesamtfunktion des Genprodukts zu erhalten, und die 

Inaktivierung eines Allels kann bereits zur Tumorprogression beitragen. 
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Mismatch-Reparatur, der Nukleotid-Exzisionsreparatur, der Basen-Exzisionsreparatur sowie an 

Reparaturmechanismen bei DNA-Doppelstrangbrüchen beteiligt sind [15]. Im Gegensatz zu 

Onkogenen und Tumorsuppressorgenen fördern Stabilitätsgene damit nicht direkt die Tumorinitiation, 

sondern vielmehr führt deren Inaktivierung zu einer erhöhten Mutationsrate aller Gene inklusive der 

Onkogene und Tumorsuppressorgene. Bekannte Beispiele sind das ATM-Gen sowie das XPA-Gen [7]. 

Mutationen in diesen drei Gruppen von krebsdisponierenden Genen können auch in Zellen der 

Keimbahn auftreten, was in einer vererbbaren Prädisposition für Krebs resultiert. 

Trotz der Komplexität und Diversität der verschiedenen Krebserkrankungen postulierten Douglas 

Hanahan und Robert A. Weinberg, dass Tumorzellen im Verlauf der malignen Progression mindestens 

sechs essenzielle Eigenschaften erwerben [16]. Es handelt sich dabei um: 

1. die Unabhängigkeit von exogenen Wachstumsfaktoren, 

2. die Unempfindlichkeit gegenüber antiproliferativen Wachstumsfaktoren, 

3. die Resistenz gegenüber der Apoptose, 

4. das unbegrenzte Replikationspotential, 

5. die Induktion der Angiogenese, 

6. die Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung. 

Dabei unterscheiden sich die verschiedenen Krebserkrankungen u.a. in den genetischen Alterationen, 

wie diese Eigenschaften erworben wurden, sowie in der Abfolge, in der sie erworben wurden. Können 

sich Tumorzellen eine dieser Eigenschaften nicht aneignen, so stellt dies einen Hinderungsgrund für 

die Initiation und Progression eines Tumors dar, womit sich auch ein Ansatz für die Therapie von 

Krebserkrankungen eröffnet. Im Folgenden werden einige dieser Kennzeichen von Krebszellen näher 

erläutert. 

 

1.1.2 Metastasierung 

Ein entscheidendes Charakteristikum maligner Tumoren ist die Fähigkeit einzelner Tumorzellen, sich 

vom Primärtumor zu lösen und an zum Teil weit vom Primärtumor entfernten Lokalisationen 

Sekundärtumoren, sog. Metastasen, zu bilden. Das Ausmaß der Metastasierung bestimmt maßgeblich 

die Prognose und Therapiemöglichkeiten von Krebserkrankungen. Die meisten Patienten sterben nicht 

an den Folgen des Primärtumors, sondern an der durch die Metastasierung bedingten Insuffizienz der 

betroffenen Organe [17]. Die Fähigkeit zur Metastasierung ist von einer Vielzahl verschiedener 

Faktoren abhängig. Neben der Lokalisation des Primärtumors haben die Eigenschaften der 

Tumorzellen und der unmittelbaren Umgebung sowie Interaktionen der Tumorzellen untereinander 

und mit benachbarten Zellen (z.B. Stroma-, Endothel- und Entzündungszellen) auf Überleben und 

Proliferation der Tumorzellen im Sekundärorgan einen entscheidenden Einfluss [17-19]. Der Prozess 

der Metastasierung beruht auf zahlreichen sequenziellen Einzelschritten, wobei jeder dieser Schritte 

limitierend ist und Ursache für eine insuffiziente Metastasierung sein kann [18] (Abb. 2).  
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Abb. 2 Sequenz der Einzelschritte bei der Metastasierung. 
Durch invasives Wachstum des Primärtumors (A) und Etablierung neuer Blutgefäße (Angiogenese) erhöht sich 
die Wahrscheinlichkeit, dass Tumorzellen in entfernten Lokalisationen Metastasen ausbilden können. Die 
Invasion erfolgt aktiv und erfordert die Proteolyse extrazellulärer Matrix sowie die Zellmigration [20]. Einzelne 
invasive Tumorzellen können zu Blut- oder Lymphgefäßen gelangen und in das Gefäßsystem eindringen 
(Intravasation, B). Die zirkulierenden Tumorzellen können mit Leukozyten oder Blutplättchen zu Emboli 
aggregieren (C) und setzen sich im Verlauf der Zirkulation in bestimmten Organen fest (Arrest, D). Die 
anschließende Interaktion mit Endothelzellen der Gefäßinnenwand führt zur Extravasation (E). Nach initialer 
Proliferation können sich Mikrometastasen etablieren. Durch fortschreitendes Wachstum und Angiogenese 
entwickeln sich schließlich makroskopisch sichtbare Metastasen (F). (modifiziert nach Fidler [18]) 
 

Tumorzellen metastasieren in der Regel nicht zufällig in bestimmten Organen, sondern viele 

Tumorentitäten weisen eine gewisse Organpräferenz auf [17]. Vermutlich wird der initiale Arrest der 

Tumorzellen im Gefäßsystem von mechanischen Faktoren bestimmt, wie beispielsweise der 

vaskulären Anatomie, dem Lumendurchmesser der Gefäße, der Größe der Tumorzellen und den 

Strömungseigenschaften des Blutes. Das nachfolgende Metastasenwachstum im Sekundärorgan wird 

hingegen von Eigenschaften der Tumorzelle selbst und geeigneten Wachstumsbedingungen, die das 

Sekundärorgan bereitstellt, beeinflusst. 

Die Metastasierung ist kein effizienter Prozess, so dass zahlreiche disseminierte Tumorzellen 

erforderlich sind, um wenige Metastasen zu entwickeln. Studien mit experimentellen Tiermodellen 

haben gezeigt, dass die frühen Schritte der Metastasierung bis hin zum Arrest im Sekundärorgan und 

der Extravasation noch bemerkenswert effizient ausgeführt werden und erst die nachfolgenden Schritte 

– also die Etablierung von Mikrometastasen und die anschließende Bildung von Makrometastasen – 

deutlich ineffizient sind [17,21]. Der fehlende Kontakt der Tumorzellen zur extrazellulären Matrix 

(EZM), vor allem während der Zirkulation im Blutstrom, ist ein weiterer effizienzlimitierender Faktor 

für die Metastasierung. Durch diesen Verlust von Zellkontakten zur EZM kann der programmierte 

Zelltod, die Apoptose, induziert werden, die in dieser Sonderform als Anoikis (griechisch für 

„Heimatlosigkeit“) bezeichnet wird [22]. Im physiologischen Kontext fungiert Anoikis als 
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Schutzmechanismus, um aus dem Gewebeverband gelöste Zellen zu eliminieren, wie z.B. in der Haut, 

im Kolonepithelium und bei der Rückbildung von Brustgewebe [23-25]. Der Erwerb einer Resistenz 

gegen Anoikis ermöglicht Tumorzellen erst das substratunabhängige Wachstum und damit die 

Ausbildung von Metastasen [26]. Als zentrale Vermittler der Anoikis wurden transmembranäre 

Glykoproteine, die Integrine, identifiziert [22,27]. Integrine sind heterodimere Rezeptoren, die aus 

einer α- und einer β-Untereinheit bestehen, welche jeweils ein spezifisches Molekül oder aber eine 

Gruppe spezifischer Moleküle der EZM als Liganden binden [28]. Durch die Integrinbindung an die 

EZM werden Überlebenssignale ins Zellinnere übermittelt und der Verlust dieser Interaktion führt 

folglich zur Anoikis. Neben der Anoikis regulieren die Integrine weitere protumorigene Prozesse, wie 

die Angiogenese und die Zellmigration, sowohl durch Vermittlung der Zelladhäsion an die EZM als 

auch durch Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden [29,30]. 

 

1.1.3 Bedeutung von Zellzyklus und Apoptose bei der Karzinogenese 

In einem gesunden Organismus besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Zellproliferation 

durch mitotische Teilungen und Zelltod durch Apoptose. Krebserkrankungen führen alle zu einer 

Störung dieses fein geregelten Gleichgewichts. Dabei erleichtern sowohl die unkontrollierte 

Aktivierung von zellzyklusstimulierenden Signalwegen als auch die Hemmung von proapoptotischen 

Signalwegen die Tumorbildung [31]. 

Der Zellzyklus umfasst die zyklische Abfolge von Ereignissen zwischen zwei Zellteilungen. Der 

Zellzyklus ist unterteilt in die Teilungsphase (Mitose) und in die Interphase, die sich wiederum aus der 

G1-, der S- und der G2-Phase zusammensetzt. Nach Abschluss der Mitose kann die Zelle unmittelbar 

in den nächsten Teilungszyklus oder aber in eine als G0 bezeichnete Ruhephase eintreten. Im Verlauf 

des Zellzyklus gibt es mehrere Kontrollpunkte, an denen der Zellzyklus z.B. bei DNA-Schäden 

arretiert werden kann. Ein wichtiger Kontrollpunkt ist der Restriktionspunkt in der späten G1-Phase. 

Die Zellzyklusprogression wird durch Cyclin-abhängige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs) 

reguliert, die einen Komplex mit jeweils spezifischen Kofaktoren, den kurzlebigen Cyclinen eingehen 

[32-34]. Die aktiven CDK/Cyclin-Komplexe koordinieren durch Phosphorylierung spezifischer 

Zielproteine, wie des Retinoblastomproteins (pRb), die Progression im Zellzyklus. Die Aktivität der 

CDK/Cyclin-Komplexe wird zudem durch spezifische Inhibitoren, die CDKIs (cyclin-dependent 

kinase inhibitors), reguliert [35]. 

Der Zellzyklus 

Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der Kontrolle von Zellwachstum und Proliferation ist der 

Zellzyklus mit seinen regulierenden Komponenten ein häufiges Ziel genetischer Alterationen bei 

Krebserkrankungen [36]. So ist das Tumorsuppressorgen p53, das eine Schlüsselfunktion in der 

Zellzykluskontrolle am G1-Restriktionspunkt einnimmt, das am häufigsten mutierte Gen bei humanen 

Tumoren [37]. Infolge von DNA-Schäden aktiviert p53 u.a. die Transkription des CDKIs p21Waf1/Cip1 

und bewirkt dadurch einen G1-Zellzyklusarrest [38]. Ein Funktionsverlust von p53 führt folglich trotz 



Einleitung 

 6 

geschädigter DNA zu ungehemmter Zellproliferation und fördert die genetische Instabilität und damit 

eine erhöhte Mutagenese. Ferner weisen eine Vielzahl von Tumoren Mutationen im 

Tumorsuppressorgen Rb auf [39]. Die Phosphorylierung des pRb durch CDK/Cyclin-Komplexe 

bewirkt die Transition von der G1- in die S-Phase und eine Inaktivierung von Rb bedingt wie bei p53 

eine Deregulierung des Zellzyklus [16]. 

Der Begriff Apoptose umschreibt einen physiologischen Prozess zur Eliminierung von Zellen, der 

genetisch determiniert ist und deshalb auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird. Die Apoptose 

wird eingeleitet durch einen Mangel an Wachstumsfaktoren, Störungen bei der Signaltransduktion 

oder durch zellulären Stress, wie DNA-Schädigungen oder Sauerstoffmangel (Hypoxie). Prinzipiell 

unterscheidet man zwei distinkte Signalwege bei der Apoptose: den intrinsischen und den 

extrinsischen Signalweg [40] (

Die Apoptose 

Abb. 3). Letztendlich resultieren beide Signalwege in der Aktivierung 

einer Kaskade von spezifischen Proteasen, den Caspasen. Die Caspasen vermitteln durch Proteolyse 

zellulärer Substrate den Tod der Zelle. Substrate der Caspasen sind beispielsweise Zellstruktur-

proteine, Reparaturenzyme, Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose sowie Transkriptionsfaktoren 

[41]. 
 

 

Abb. 3 Vereinfachte Darstellung der beiden Hauptsignalwege der Apoptose. 
Der intrinsische Signalweg (links dargestellt) wird über die Mitochondrien vermittelt und durch pro- und 
antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie reguliert [42]. Eingeleitet werden kann die intrinsische Apoptose-
kaskade z.B. durch Aktivierung von p53, das die Expression verschiedener proapoptotischer Bcl-2-Proteine (z.B. 
Bax, Bak, Puma und Noxa) transkriptionsabhängig und -unabhängig induziert [43]. Eine Verschiebung des 
Gleichgewichts zugunsten proapoptotischer Bcl-2-Proteine bewirkt letztendlich eine Permeabilisierung der 
äußeren Mitochondrienmembran und infolgedessen u.a. die Freisetzung von Cytochrom C [44]. Das 
Cytochrom C bindet an Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1), was dann zur Aktivierung der Caspasen 
führt. Die extrinsische (rezeptorvermittelte) Signalkaskade (rechts dargestellt) wird initiiert durch die Bindung 
von extrazellulären Liganden an die Todesrezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptorsuperfamilie, 
wie beispielsweise CD95 (Fas/Apo-1) [45]. (modifiziert nach Fesik [46]) 
 

Im Verlauf der malignen Progression erwerben Tumorzellen die Fähigkeit, die Apoptose zu 

supprimieren und somit unkontrolliert zu proliferieren [16]. Diese Inhibition der Apoptose beruht 

Intrinsischer Signalweg Extrinsischer 
Signalweg 

Apoptose 
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häufig entweder auf der Überexpression antiapoptotischer Proteine oder der verminderten Expression 

proapoptotischer Proteine [40]. Ein Beispiel ist die Überexpression des antiapoptotischen Proteins 

Bcl-2 in B-Zell-Lymphomen [47]. Ferner konnten in diversen Tumorentitäten inaktivierende 

Mutationen des proapoptotischen Proteins Bax oder aber des Todesrezeptors CD95 nachgewiesen 

werden [48-51]. Ein weiteres wichtiges Protein, das in humanen Tumoren häufig konstitutiv aktiviert 

vorliegt, ist der Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor kappa B) [52]. NF-κB reguliert die 

Apoptose vor allem negativ durch Aktivierung antiapoptotischer Gene wie Bcl-XL oder aber durch 

Inhibition der Expression von proapoptotischen Proteinen wie Bax [53,54]. 

Wie zuvor beschrieben, sind die Deregulierung des Zellzyklus sowie die Inhibition der Apoptose 

zentrale Eigenschaften eines malignen Tumors und stellen daher auch wichtige Angriffspunkte für 

mögliche Therapiestrategien dar. Auch die Ausbildung von Therapieresistenzen bei Krebs-

erkrankungen ist eng mit Veränderungen der Zellzyklus- und Apoptose-Kontrolle verknüpft. 

 

1.1.4  Chemotherapie und Resistenzmechanismen 

Aufgrund der hohen interindividuellen Variabilität von Krebserkrankungen orientieren sich 

therapeutische Maßnahmen an einer Vielzahl individueller Faktoren, wie Symptomatik, 

Tumorlokalisation, Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors und Zustand des Patienten. Klassische 

Behandlungsmöglichkeiten von Krebserkrankungen umfassen operative Verfahren zur Resektion des 

Tumors und benachbarter Lymphknoten, medikamentöse Therapieverfahren, wie Chemotherapie, 

Hormontherapie und Immuntherapie, sowie die Strahlentherapie. Unter der Chemotherapie im engeren 

Sinne versteht man die Applikation von Substanzen, sog. Zytostatika, die möglichst gezielt das 

Wachstum und die Zellteilung von Tumorzellen hemmen oder aber diese abtöten [55]. Aufgrund ihrer 

erhöhten Zellteilungsrate reagieren Tumorzellen empfindlicher auf Zytostatika als gesunde Zellen 

[56]. Neben diesen klassischen Zytostatika werden in der medikamentösen Behandlung von 

Krebserkrankungen zunehmend auch Substanzen eingesetzt, die ihre Wirkung nicht direkt 

antiproliferativ entfalten. Diese neue Klasse antineoplastischer Wirkstoffe greift gezielt in gestörte 

Wege der intrazellulären Signaltransduktion maligner Zellen ein und wird als zielgerichtete Therapie 

(targeted therapy) bezeichnet [57]. 

Die Resistenz von Tumorzellen gegenüber Zytostatika gilt als der Hauptgrund für das 

Nichtansprechen einer chemotherapeutischen Behandlung bei den meisten humanen Tumoren [58]. 

Man unterscheidet zwischen einer intrinsischen, vor der Therapie bereits vorhandenen Chemoresistenz 

und einer im Laufe der Chemotherapie erworbenen Resistenz. Ursache für die Chemoresistenz können 

sowohl nichtzelluläre Faktoren, wie ein ungeeignetes Applikationsschema oder aber Eigenschaften des 

Tumormikromilieus, als auch zelluläre Resistenzmechanismen sein [59]. Zelluläre 

Resistenzmechanismen sind die Folge der genetischen Heterogenität eines Tumors infolge von 

Mutationen und der Selektion von resistenten Tumorzellen [60]. Zu den zellulären 

Resistenzmechanismen zählen [60,61]: 
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• der verminderte Transport des Wirkstoffs in die Tumorzelle, 

• der aktive Transport des Wirkstoffs aus der Tumorzelle, z.B. infolge einer Überexpression des 

P-Glykoproteins (Pgp/MDR1) [62], 

• Veränderungen des Wirkstoffmetabolismus, wie eine verminderte Aktivierung des Wirkstoffs 

oder eine enzymatische Inaktivierung des Wirkstoffs, 

• quantitative und qualitative Veränderungen der Zielstrukturen des Wirkstoffs, 

• verstärkte DNA-Reparaturmechanismen, 

• die Inhibition von Apoptose und die deregulierte Zellzyklus-Kontrolle. 

Die Chemoresistenz humaner Tumoren ist meist multifaktoriell bedingt durch mehrere miteinander in 

Beziehung stehende und/oder unabhängige Faktoren. Zusätzlich wird die Therapierbarkeit von 

Krebserkrankungen verkompliziert durch das Auftreten von Kreuzresistenzen gegenüber mehreren 

Wirkstoffen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen, was auch als „multidrug resistance“ (MDR) 

bezeichnet wird [62]. 

Wie bereits erwähnt, wird die Effektivität der Chemotherapie auch durch das Mikromilieu des Tumors 

bestimmt. Die Verfügbarkeit des chemotherapeutischen Wirkstoffs im Tumor wird u.a. durch die 

anfänglich unzureichende Versorgung des Tumors mit Blutgefäßen sowie durch die später abnormale 

Struktur der Blutgefäße im Tumorgewebe begrenzt [63]. Infolgedessen kommt es auch zur Ausbildung 

hypoxischer Areale innerhalb des Tumors, einem Mangel an Nährstoffen und einer Abnahme des 

extrazellulären pH-Werts. Die intratumorale Hypoxie ist ein zentrales Charakteristikum des 

Mikromilieus solider Tumoren und reduziert entscheidend die Effektivität von Radio- und 

Chemotherapie [64,65]. Sie führt zu einer Selektion von Tumorzellen mit einem reduzierten 

apoptotischen Potential, was sich auch auf die durch die Chemotherapie induzierte Apoptose auswirkt 

[66]. Zudem zeigen einige Zytostatika eine verminderte Aufnahme und/oder Aktivität in einem 

hypoxischen oder azidischen Tumormikromilieu [63,65]. Ferner vermitteln einige chemo-

therapeutische Wirkstoffe ihre Zytotoxizität über die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies in einem 

sauerstoffreichen Mikromilieu [67]. Und schließlich induziert die Tumorhypoxie eine Reihe zellulärer 

Anpassungsreaktionen, die die Effektivität der Chemotherapie beeinträchtigen, wie beispielsweise die 

Transaktivierung von Wachstumsfaktoren [64]. 
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1.2 Das Magenkarzinom 

Das Adenokarzinom des Magens repräsentiert trotz rückläufiger Inzidenz die zweithäufigste 

tumorassoziierte Todesursache weltweit [68]. Die geographische Verteilung der Magenkarzinom-

prävalenz ist durch eine hohe Variabilität gekennzeichnet, mit besonders hohen Inzidenzen in Japan, 

Korea und China [69]. In Deutschland erkranken jährlich ca. 20.000 Menschen, so dass das 

Magenkarzinom zu den häufigsten tumorbedingten Todesursachen in Deutschland zählt [70]. Die 

Prognose der betroffenen Patienten ist mit einer durchschnittlichen 5-Jahres-Überlebensrate von 28% 

insgesamt als sehr schlecht anzusehen und wird im Wesentlichen durch das Ausmaß der 

Metastasierung bestimmt [71]. 

 

1.2.1 Ätiologie und Risikofaktoren 

Die geographischen Unterschiede in der Inzidenz des Magenkarzinoms legen nahe, dass 

Umweltfaktoren eine Rolle bei seiner Entstehung spielen. Es ist bekannt, dass bestimmte 

Ernährungsgewohnheiten, insbesondere der Verzehr stark gesalzener, gepökelter oder geräucherter 

Speisen, häufiger Fleischkonsum sowie nitrat- oder nitrithaltige Lebensmittel, die Entstehung des 

Magenkarzinoms begünstigen [71-73]. Hierbei scheint die bakterielle Umwandlung der Nitrat- und 

Nitritverbindungen in kanzerogene Nitrosamine von Bedeutung zu sein. Aber auch übermäßiger 

Alkoholkonsum und Nikotinabusus erhöhen das Risiko an einem Magenkarzinom zu erkranken 

[74,75]. Protektiv hingegen wirkt der Verzehr von frischem Obst und Gemüse durch die darin 

enthaltenen Antioxidantien, wie Vitamin C, Vitamin E und β-Karotin [72,76,77]. Der Rückgang der 

Inzidenz des Magenkarzinoms wird u.a. einer besseren Lebensmittelhygiene, einem erhöhten Verzehr 

von Obst und Gemüse sowie einer Reduktion des Salzkonsums zugeschrieben. 

Darüber hinaus spielt die Infektion mit Helicobacter pylori, das 1994 als Klasse-1-Karzinogen 

eingestuft wurde, bei der Magenkarzinomentstehung eine entscheidende Rolle [78]. Epidemiologische 

Studien belegen, dass etwa 60–90% aller Magenkarzinome ätiologisch mit einer Helicobacter pylori-

Infektion des Magens in Verbindung zu bringen sind [79]. Zudem begünstigen bestimmte 

Vorerkrankungen, wie z.B. die chronisch-atrophische Gastritis oder adenomatöse Magenpolypen die 

Entstehung eines Magenkarzinoms [80,81]. Auch weisen Patienten nach einer Magenteilresektion 

aufgrund gutartiger Magenerkrankungen ein erhöhtes Risiko für ein Magenkarzinom auf [55]. 

 

1.2.2 Klassifikation 

Beim Magenkarzinom handelt es sich um ein epitheliales Malignom, das von der WHO (World Health 

Organization) nach histologischen Kriterien in das Adenokarzinom, das adenosquamöse Karzinom, 

das Plattenepithelkarzinom, das undifferenzierte und das nichtklassifizierbare Karzinom eingeteilt 

wird [82]. Dabei liegt in über 90% aller Fälle ein Adenokarzinom vor [72]. 
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Der internationalen Stadieneinteilung dient die TNM-Klassifikation, die die lokale Tumorausdehnung 

(T-Kategorie; Tis, T1-T4), den Lymphknotenstatus (N-Kategorie; N0-N3) und das Vorhandensein von 

Fernmetastasen (M-Kategorie; M0, M1) dokumentiert [81]. Das sog. Magenfrühkarzinom bezeichnet 

einen Tumor, der auf die Mukosa und Submukosa begrenzt ist (Kategorie T1), aber bereits eine 

Lymphknotenmetastasierung aufweisen kann [83]. Seine Prognose nach kurativer Operation ist mit 

5-Jahres-Überlebensraten von 95–98% wesentlich günstiger als bei weiter fortgeschrittenen 

Karzinomen. Aufgrund mangelnder klinischer Symptomatik wird in Deutschland aber nur ein sehr 

geringer Prozentsatz aller Magenkarzinome in diesem Frühstadium diagnostiziert. 

 

1.2.3 Therapie und Prognose 

Die chirurgische Resektion des Tumors stellt die einzige potentiell kurative Behandlungsoption dar. 

Während im frühen Stadium die Behandlungsaussichten gut sind und die 5-Jahres-Überlebensrate 

nach operativer Therapie mehr als 90% beträgt, können in fortgeschrittenen Stadien nur 50% der 

Magenkarzinome unter kurativen Gesichtspunkten operativ behandelt werden [68]. Die überwiegende 

Zahl der Fälle wird jedoch erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium diagnostiziert, so dass eine 

definitive Heilung des Magenkarzinoms lediglich in etwa einem Drittel aller Fälle gelingt [84]. Mit 

fortschreitendem Tumorstadium werden die Therapieoptionen entscheidend durch die Metastasierung 

bestimmt, da diese eine kurative Resektion unmöglich macht und dann die Chemotherapie als die 

effektivste Therapiemaßnahme gilt. Bei Diagnosestellung weisen durchschnittlich 70% aller 

Magenkarzinompatienten bereits regionäre Lymphknotenmetastasen und 30% aller Patienten 

Fernmetastasen auf [85]. Durch adjuvante2 Radio- und Chemotherapie konnte in Therapiestudien eine 

Prognoseverbesserung erreicht werden [86]. Jedoch ist die Verlängerung der Lebenserwartung durch 

die aktuellen Standards adjuvanter und neoadjuvanter3

                                                 
2 Therapiemaßnahmen, die nach Tumorresektion auf eine vollständige Tumoreradikation und Heilung abzielen. 

 Therapieverfahren bislang noch 

unbefriedigend: Das mediane Gesamtüberleben nach Operation mit vollständiger Entfernung des 

Tumors verlängert sich von 27 auf 36 Monate mit adjuvanter Radiochemotherapie [87]. Vor diesem 

Hintergrund wird deutlich, dass innovative Ansätze zur chemotherapeutischen Behandlung des 

Magenkarzinoms dringend gebraucht werden. Es ist vorstellbar, dass die insgesamt als schlecht 

anzusehende Gesamtprognose des Magenkarzinoms durch eine Intensivierung der Frühdiagnostik und 

effektivere Therapiemaßnahmen verbessert werden könnte. 

3 Adjuvante Therapien, die präoperativ zum Einsatz kommen. 
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1.3 Der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor 1 (HIF-1) 

Sauerstoffmangel (Hypoxie) ist ein zentrales Charakteristikum des Mikromilieus solider Tumoren und 

stellt einen ungünstigen Prognosefaktor für eine Vielzahl von Krebserkrankungen dar [64]. Darüber 

hinaus korreliert die Hypoxie mit systemischer Metastasierung und reduziert die Effektivität von 

Radio- und Chemotherapie [88]. Verantwortlich für die Entwicklung hypoxischer Tumorbereiche ist 

das rasante und unkontrollierte Wachstum neoplastischer Zellen, wodurch Tumorareale entstehen, 

deren Entfernung vom nächstgelegenen Blutgefäß jenseits der maximalen Diffusionsstrecke von 

Sauerstoff (ca. 150 µm) liegt [65]. Der intratumoralen Hypoxie kommt eine wesentliche kausale 

Bedeutung für die Progression von Krebserkrankungen zu: Zunächst limitiert die Hypoxie das 

Tumorwachstum durch Inhibition der Zellproliferation sowie Induktion von Wachstumsarrest und 

Apoptose [88]. Der resultierende Selektionsdruck führt zur Entstehung von Hypoxie-adaptierten 

Tumorzellen, die sauerstoffunabhängig proliferieren und daher eine Tumorprogression trotz 

hypoxischer Mikromilieubedingungen ermöglichen [89]. Die zelluläre Adaptation an Hypoxie wird 

hauptsächlich durch eine Umstellung der Energiegewinnung auf Glykolyse, durch Blutgefäß-

neubildung (Angiogenese) und durch autarkes Zellwachstum infolge der Sekretion von 

Wachstumsfaktoren und Inhibition der Apoptose gewährleistet [64]. Als bedeutendster Vermittler für 

die Anpassung an Hypoxie wurde 1992 der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor HIF-1 

(hypoxia-inducible factor 1) identifiziert [90]. 

 

1.3.1 Struktureller Aufbau von HIF-1 

Das Protein HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer konstitutiv exprimierten 

β-Untereinheit4

Abb. 4

 und einer sauerstoffabhängig regulierten α-Untereinheit besteht [91]. Beide 

Untereinheiten besitzen an ihren aminoterminalen Enden eine bHLH (basic helix-loop-helix)- sowie 

eine PAS (PER-ARNT-SIM)-Domäne [92] ( ). Die α-Untereinheit ist spezifisch für das HIF-1-

Heterodimer, wohingegen HIF-1β auch mit weiteren Transkriptionsfaktoren der bHLH-PAS-Familie 

dimerisieren kann. Die bHLH-Domäne ist für die DNA-Bindung von HIF-1 verantwortlich, während 

die daran anschließende PAS-Domäne die Dimerisierung der beiden Untereinheiten vermittelt [93]. 

An der Aktivierung der HIF-1-Zielgene sind zwei Transaktivierungsdomänen (TAD) der 

α-Untereinheit beteiligt, die der Rekrutierung verschiedener Kofaktoren, wie beispielsweise 

CBP/p300, dienen [94]. Die Hydroxylierung eines Asparagylrestes (N803) in der carboxyterminalen 

TAD (C-TAD) von HIF-1α durch das Enzym FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) inhibiert 

sauerstoffabhängig die transkriptionelle Aktivität von HIF-1, da die Interaktion mit dem Koaktivator-

Komplex CBP/p300 verhindert wird [95]. 

                                                 
4 Synonym: ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). 
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Abb. 4 Proteinstruktur des humanen HIF-1α. 
Das Protein HIF-1α besitzt am N-Terminus eine bHLH (basic helix-loop-helix)- und eine PAS (PER-ARNT-
SIM)-Domäne. Zwei Transaktivierungsdomänen (TAD) dienen der Rekrutierung von Kofaktoren. Zudem besitzt 
HIF-1α einen Bereich, der die Regulation durch Sauerstoff vermittelt (ODD-Domäne, oxygen dependent 
degradation domain). HIF-1α unterliegt verschiedenen posttranslationalen Modifikationen an diversen 
Aminosäureresten, über die die Proteinstabilität von HIF-1α und die Transaktivierung reguliert werden. 
(modifiziert nach Semenza [96]) 
 

Die Proteinstabilität von HIF-1α wird sauerstoffabhängig über die ODD-Domäne (oxygen dependent 

degradation domain) reguliert. Unter normoxischen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1α durch 

Prolylhydroxylasen (PHD) an zwei spezifischen Prolylresten (P402 und P564) innerhalb der ODD-

Domäne hydroxyliert [97,98]. Diese Hydroxylierungen ermöglichen die Bindung des von Hippel-

Lindau Proteins (pVHL) und damit die Ubiquitin-abhängige Degradation von HIF-1α [99,100]. Des 

Weiteren wird HIF-1α an einem Lysinrest (K532) innerhalb der ODD-Domäne durch die 

Acetyltransfrase ARD1 (arrest defective protein 1) acetyliert, wodurch vermutlich die Bindung von 

pVHL an HIF-1α erleichtert wird [101]. 

 

1.3.2 Regulation der Aktivität von HIF-1 

Die Funktion von HIF-1 als Transkriptionsfaktor wird hauptsächlich posttranslationell über die 

Proteinstabilität von HIF-1α reguliert. Daneben kann eine Regulation von HIF-1α in Abhängigkeit 

von Zelltyp und Stimulus auch auf transkriptioneller und translationeller Ebene erfolgen, wie 

beispielsweise durch inflammatorische Mediatoren [102]. Unter normoxischen Sauerstoffbedingungen 

hat das Protein HIF-1α nur eine sehr kurze Halbwertszeit, da es nach sauerstoffabhängigen 

posttranslationalen Modifikationen (siehe 1.3.1) kontinuierlich abgebaut wird [103]. Dabei fungieren 

die hydroxylierten Prolinreste (P402 und P564) in der ODD-Domäne von HIF-1α als Bindungsstellen 

für pVHL, das zusammen mit Elongin B und C, Cullin 2 und Rbx1 den E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 

formt [104]. Die Formation dieses Multiproteinkomplexes führt zur Polyubiquitinierung von HIF-1α 

und schließlich zum Abbau durch das 26S-Proteasom. Wie zuvor erwähnt, scheint die ARD1-

katalysierte Acetylierung des Lysinrestes K532 die Degradation von HIF-1α unter Normoxie5

                                                 
5 Unter Normoxie liegt der Sauerstoffpartialdruck im Normalbereich des jeweiligen Gewebes oder Organs. 

 zu 

fördern [101]. Eine Abnahme der Sauerstoffkonzentration führt über eine Hemmung dieses 

Degradationsmechanismus zur Akkumulation von HIF-1α [105]. Dieser Hypoxie-induzierten 

Stabilisierung von HIF-1α folgt die nukleäre Translokation, die Heterodimerisierung mit HIF-1β 
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sowie die Interaktion mit Kofaktoren wie CBP/p300 und schließlich die Transaktivierung von HIF-1-

Zielgenen [104] (Abb. 5). Auch die Interaktion von HIF-1 mit dem Koaktivator-Komplex CBP/p300 

unterliegt der sauerstoffabhängigen Regulation durch Hydroxylierung. Folglich induziert Hypoxie die 

Transaktivierung von HIF-1-Zielgenen einerseits durch Stabilisierung des HIF-1α-Proteins sowie 

andererseits durch Förderung der transkriptionellen Aktivität von HIF-1. 
 

 
 

Abb. 5 Regulation von HIF-1. 
In Anwesenheit von Sauerstoff (O2) erfolgt die sauerstoffabhängige Hydroxylierung von HIF-1α durch 
Prolylhydroxylasen (PHD). Infolgedessen vermittelt der von Hippel-Lindau (pVHL)-Elongin-Komplex die 
Ubiquitinierung (Ub) von HIF-1α, was zur proteasomalen Degradation von HIF-1α führt. Hypoxie oder auch 
Zwischenstufen des Tricarbonsäurezyklus, wie Succinat, können die Aktivität der PHDs inhibieren und dadurch 
HIF-1α stabilisieren. Das stabilisierte HIF-1α interagiert mit HIF-1β sowie weiteren Koaktivatoren. Im Nukleus 
führt die Bindung von HIF-1 an Hypoxie-responsive Elemente (HRE) letztlich zur Transaktivierung der HIF-1-
Zielgene. Zudem kann die Aktivierung des MAPK (mitogen-activated protein kinase)- oder des PI3K 
(phosphatidylinositol-3-kinase)-Signalweges eine sauerstoffunabhängige Induktion von HIF-1α bewirken. αKG, 
α-Ketoglutarat; ROS, reactive oxygen species. (aus Denko [106]) 
 

Neben der Induktion der HIF-1-Aktivität durch Hypoxie sind eine Reihe weiterer Mechanismen 

beschrieben, die HIF-1α unter normoxischen Sauerstoffbedingungen aktivieren können. So konnte 

gezeigt werden, dass Wachstumsfaktoren und Cytokine, wie beispielsweise EGF (epidermal growth 

factor), IGF (insulin-like growth factor) 1 und 2, Insulin und Interleukin-1β, die Expression von 

HIF-1α sowie die Transaktivierung durch HIF-1 sauerstoffunabhängig induzieren können [107] 

(Abb. 5). Hierbei scheint die Aktivierung der PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase)- und der MAPK 

(mitogen-activated protein kinase)-Signalkaskade durch Bindung von Wachstumsfaktoren an 

entsprechende Rezeptortyrosinkinasen eine entscheidende Rolle zu spielen [96]. Die Aktivierung von 

Onkogenen wie Ras oder Src sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie PTEN können 

ebenfalls über eine Deregulation dieser beiden Signalwege sauerstoffunabhängig zu einer erhöhten 

Expression von HIF-1α führen [107]. Im Gegensatz zur Hypoxie-induzierten Stabilisierung von 

HIF-1α ist diese sauerstoffunabhängige Aktivierung von HIF-1α aber zelltypspezifisch. 
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1.3.3 Funktion von HIF-1 und HIF-1-regulierte Genprodukte 

Das Heterodimer HIF-1 vermittelt seine transaktivierende Funktion durch Bindung an die 

Konsensussequenz 5’-RCGTG-3’6

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 gewährleistet die Anpassung an Hypoxie insbesondere durch 

Regulation zweier fundamentaler Prozesse. Zum einen aktiviert HIF-1 diverse Zielgene, die eine 

bessere Versorgung mit Sauerstoff bewerkstelligen, wie Regulatoren der Angiogenese (z.B. VEGF-A, 

VEGF Rezeptor-1 und Angiopoietin-2), der Erythropoese (z.B. Erythropoietin), des Blutgefäßtonus 

(z.B. Hämoxygenase-1) und des Eisenstoffwechsels (z.B. Transferrin) [64,96]. Zum anderen induziert 

die HIF-1-abhängige Genregulation Anpassungsvorgänge, die ein Überleben der Zelle unter 

hypoxischen Bedingungen ermöglichen. Ein prominentes Beispiel ist hierbei die HIF-1-regulierte 

Umstellung des Energiestoffwechsels auf die Glykolyse durch eine erhöhte Expression von Glukose-

Transportern (z.B. Glut-1 und -3) und glykolytischen Enzymen (z.B. Hexokinase-1 und -2 sowie 

Phosphoglyceratkinase-1) [106]. Darüber hinaus spielen HIF-1-induzierte Gene eine entscheidende 

Rolle bei der Regulation von Zellproliferation (z.B. Wachstumsfaktoren wie IGF-2), Apoptose (z.B. 

NIX und BNIP3), Zellmigration und Invasion (z.B. Vimentin, Matrixmetalloproteinase-2 und der 

Chemokinrezeptor CXCR4) sowie bei der Regulation des pH-Werts (carbonische Anhydrase IX) [64]. 

 von Hypoxie-responsiven Elementen (HRE) in der Promotor- oder 

Enhancerregion der HIF-1-Zielgene [108]. Bislang wurden fast 100 verschiedene HIF-1-regulierte 

Gene identifiziert, die unter hypoxischen Bedingungen den Erhalt der Sauerstoffhomöostase 

ermöglichen [104]. Das Protein HIF-1 vermittelt aber nicht nur die physiologische Adaptation an 

Hypoxie, sondern HIF-1-regulierte Genprodukte spielen auch eine zentrale Rolle für pathophysio-

logische Prozesse, wie beispielsweise in ischämischen Geweben, bei Entzündungsreaktionen und im 

Tumormikromilieu [109]. 

 

1.3.4 Bedeutung von HIF-1 für die Tumorbiologie 

Die Überexpression von HIF-1α ist ein zentrales Merkmal verschiedenster Tumorentitäten [110,111]. 

Das Protein HIF-1α kann in Tumoren entweder durch intratumorale Hypoxie induziert werden oder 

aber es wird konstitutiv exprimiert infolge der Aktivierung von Onkogenen wie Ras oder ERBB2 oder 

der Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie VHL oder PTEN [96]. Eine Vielzahl klinischer und 

experimenteller Studien lässt vermuten, dass HIF-1 eine funktionelle Bedeutung für Wachstum, 

Progression und Metastasierung solider Malignome zukommt [112,113]. Darüber hinaus korreliert die 

Expression von HIF-1α in den neoplastischen Zellen maligner Tumoren mit einer infausten Prognose, 

wie beispielsweise beim Pankreas-, Zervix- und Mammakarzinom [114-116]. In Einklang hiermit 

führte die gentechnische und pharmakologische Inhibition von HIF-1α in murinen Tumormodellen zu 

einer Reduktion des Tumorwachstums, wobei eine erhöhte Apoptoserate, eine reduzierte Angiogenese 

und eine fehlende metabolische Adaptation als mögliche Mechanismen diskutiert wurden [112,117-

                                                 
6 R steht für eine der beiden Purinbasen Adenin oder Guanin. 
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121]. Zudem konnte kürzlich mittels muriner Modelle eine Verringerung der Metastasierung nach 

Inhibition von HIF-1α gezeigt werden [122,123]. Von klinischer Relevanz ist die Beobachtung, dass 

die funktionelle Inaktivierung von HIF-1α die Empfindlichkeit verschiedenster Karzinomzelllinien 

sowie auch diverser Tumorentitäten in murinen Modellen gegenüber Radio- und Chemotherapie 

erhöhte, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen jedoch noch weitgehend unverstanden sind 

[124-130]. 

Mittlerweile konnte eine Vielzahl von HIF-1-Zielgenen identifiziert werden, die mit der Entwicklung 

des malignen Phänotyps assoziiert sind [64,96]. Dabei nimmt das HIF-1-Zielgen VEGF-A eine 

zentrale Stellung ein, da dieser Faktor durch Stimulation der Endothelzellproliferation und -migration 

entscheidend zur tumorassoziierten Angiogenese beiträgt [131,132]. Die Bildung von exklusiv den 

Tumor versorgenden Blutgefäßen führt zu einer verbesserten Versorgung mit Sauerstoff und 

essenziellen Nährstoffen und wird als Voraussetzung für lokales Tumorwachstum und systemische 

Metastasierung angesehen [133]. Ebenso werden die Invasion und die Metastasierung durch eine 

Reihe von HIF-1-Zielgenen reguliert, wie beispielsweise durch den Chemokinrezeptor CXCR4, die 

Matrixmetalloproteinase-2 oder die Lysyloxidase [134-136]. Diese Proteine fördern HIF-1-abhängig 

die Metastasierung und tragen damit zu einem aggressiveren malignen Phänotyp bei. Des Weiteren 

konnte auch das MDR1-Gen, das eine herausragende Bedeutung in der Regulation von 

Chemoresistenz trägt, als ein weiteres HIF-1-Zielgen identifiziert werden [137]. 

Zusammenfassend lassen diese Zusammenhänge vermuten, dass HIF-1 und seinen Zielgenen eine 

kausale Bedeutung im Rahmen der Progression und Metastasierung von Krebserkrankungen 

zukommt. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Aufgrund einer zumeist späten Diagnose und einer dann nicht mehr möglichen kurativen operativen 

Therapie ist das humane Magenkarzinom mit einer infausten Prognose assoziiert. Bisherige 

Therapieansätze mit systemischer Chemo- und Radiotherapie haben nur unzureichende klinisch 

relevante Fortschritte für die Überlebenszeit von Patienten hervorbringen können. Neben dem Ausmaß 

der Metastasierung werden die Therapieoptionen zusätzlich durch die Ausbildung von Therapie-

resistenzen bestimmt. Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass umfassende Untersuchungen zu den 

Mechanismen von Metastasierung und Therapieresistenz dringend notwendig sind, um so die 

Grundlage für die Entwicklung innovativer Ansätze zur Behandlung des Magenkarzinoms zu legen. 

Dem Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-1 kommt eine zentrale Bedeutung für das 

Wachstum und die Progression von soliden Tumoren zu. Zudem belegt eine Vielzahl klinischer und 

experimenteller Studien, dass HIF-1 in diversen Tumorentitäten an der Regulation von Metastasierung 

und der Vermittlung von Chemoresistenz maßgeblich beteiligt ist. Die hierbei zugrunde liegenden 

molekularen und zellbiologischen Mechanismen und insbesondere die pathobiologische Bedeutung 

von HIF-1 für das humane Magenkarzinom sind jedoch weitgehend unverstanden. In der vorliegenden 

Arbeit sollte daher die Bedeutung von HIF-1 für das Wachstum und die Metastasierung des 

Magenkarzinoms durch eine umfassende Analyse zentraler malignitätsdefinierender Charakteristika 

untersucht werden. Für diese detaillierte Analyse war als erstes die Etablierung einer stabilen 

funktionellen Inaktivierung von HIF-1α mittels RNA-Interferenz in zwei humanen 

Magenkarzinomzelllinien erforderlich. Ergänzend sollten die erzielten Ergebnisse durch Anwendung 

eines pharmakologischen HIF-1-Inhibitors bestätigt werden. Des Weiteren sollte überprüft werden, ob 

die Resistenz humaner Magenkarzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika mit Hilfe der 

Inaktivierung von HIF-1α zu überwinden ist und potentiell beteiligte Mechanismen der HIF-1-

vermittelten Chemoresistenz identifiziert werden. Somit hatte die vorliegende Arbeit zusammengefasst 

folgende Ziele: 
 

1. Analyse der Expression von HIF-1α im humanen Magenkarzinom, 

2. Etablierung einer stabilen und funktionellen Inaktivierung von HIF-1α mittels RNA-

Interferenz in zwei humanen Magenkarzinomzelllinien unter Verwendung eines lentiviralen 

Vektorsystems, 

3. Analyse der Bedeutung von HIF-1 für die Metastasierung des Magenkarzinoms durch 

Untersuchung des Wachstums, der Migration, der Invasion und der Endothelzellinteraktion 

humaner Magenkarzinomzellen sowie Identifikation potentieller Mechanismen, 

4. Analyse der Bedeutung von HIF-1 in der Vermittlung von Chemoresistenz humaner 

Magenkarzinomzellen sowie Identifikation potentieller Mechanismen. 
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2 Veröffentlichte Ergebnisse 
 

Die vorliegende Dissertation wurde als kumulative Arbeit eingereicht. Grundlage dieser Arbeit sind 

drei Publikationen. Die folgende Tabelle legt die Eigenleistung der Autorin an den einzelnen 

Manuskripten dar. 

 

Tab. 1 Eigenanteil an den Manuskripten der vorliegenden kumulativen Dissertation [in %]. 
 

Manuskript Konzeption Durchführung und 
Auswertung der Daten 

Berichtsabfassung 

I 80 85 80 

II 85 90 85 

III 90 90 90 
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2.1 Manuskript I: “HIF-1α determines the metastatic potential of gastric cancer cells” 

2.1.1 Zusammenfassung 

Das humane Magenkarzinom repräsentiert die zweithäufigste tumorassoziierte Todesursache weltweit, 

wobei in Deutschland ca. 20.000 Menschen jährlich erkranken. Prognose und Therapieoptionen 

betroffener Patienten werden dabei hauptsächlich durch das Ausmaß der Metastasierung bestimmt. 

Die Ergebnisse einer Vielzahl klinischer und experimenteller Studien deuten darauf hin, dass HIF-1 

eine kausale Rolle bei Wachstum, Progression und Metastasierung solider Tumoren spielt. Daher 

sollte die Bedeutung von HIF-1 für Wachstum und Metastasierung des humanen Magenkarzinoms 

durch eine Analyse zentraler malignitätsdefinierender Charakteristika untersucht werden. 

Zunächst wurde die Expression von HIF-1α in humanen Magenfrühkarzinomgeweben und in 

humanen Geweben mit weiter fortgeschrittener Magenkarzinogenese immunhistochemisch untersucht. 

In nicht-transformierten Magenepithelien konnte HIF-1α nicht und in den neoplastischen Zellen der 

Magenfrühkarzinomgewebe nur zu einem sehr geringen Prozentsatz nachgewiesen werden. Im 

Gegensatz dazu wurde HIF-1α in 90% der untersuchten fortgeschrittenen Magenkarzinome spezifisch 

in neoplastischen Epithelien detektiert. Eine signifikante Korrelation der HIF-1α-Expression mit 

Lymph- und Blutgefäßinvasion, Metastasierung oder Tumorstadium konnte jedoch nicht festgestellt 

werden. 

Zwecks funktioneller Analyse der Bedeutung von HIF-1 in vitro wurde eine Inhibition von HIF-1α 

mittels RNA-Interferenz in den beiden humanen Magenkarzinomzelllinien AGS und MKN28 

etabliert. Die Effizienz der Inhibition von HIF-1α betrug in AGS Zellen 85,2 ± 6,3% und in 

MKN28 Zellen 97,2 ± 2,1%. In den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen konnte die Induktion 

des HIF-1α-Proteins unter Hypoxie vollständig gehemmt werden. Darüber hinaus führte die 

funktionelle Inaktivierung von HIF-1α zu einer signifikanten Reduktion der mRNA-Expression der 

beiden HIF-1-Zielgene Phosphoglyceratkinase (PGK) und carbonische Anhydrase IX (CA IX). Mit 

Hilfe eines HRE-Luciferase-Reporter-Assays konnte ferner gezeigt werden, dass auch die HIF-1-

Aktivität in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen signifikant inhibiert wurde. 

Anschließend wurde die Bedeutung der funktionellen Inaktivierung von HIF-1α für verschiedene 

tumorbiologisch relevante Prozesse wie Proliferation, Migration, Invasion und Endothelzellinteraktion 

untersucht. Mit Hilfe von Proliferationsassays wurde gezeigt, dass die HIF-1α-Inhibition weder unter 

normoxischen noch unter hypoxischen Bedingungen zu einer Veränderung der Proliferationsrate 

führte. Des Weiteren wurden unter Verwendung modifizierter Boydenkammern die Migration und die 

Invasion7

                                                 
7 Die Invasion ist in diesem Fall definiert als die Migration durch Matrigel. 

 analysiert. Die Hemmung von HIF-1α bewirkte eine signifikante Reduktion der Migration 

beider Magenkarzinomzelllinien sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie. Zudem zeigten die 

HIF-1α-defizienten AGS Zellen ein signifikant verringertes Invasionsverhalten unter normoxischen 
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und auch hypoxischen Kulturbedingungen. In guter Übereinstimmung mit den zuvor beschriebenen 

Resultaten führte die Inhibition von HIF-1α zu einer signifikanten Reduktion der Adhäsion von AGS 

Zellen an primäre Endothelzellen unter beiden Kulturbedingungen. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch die Anwendung des pharmakologischen HIF-1-Inhibitors 

2-Methoxyestradiol zu einer dosisabhängigen Hemmung der Migration, Invasion sowie Adhäsion bei 

HIF-1α-kompetenten AGS Zellen führte. 

Mit diesen Untersuchungen wurde eine spezifische Expression von HIF-1α ausschließlich in 

fortgeschrittenen Stadien der humanen Magenkarzinogenese sowie eine funktionelle Bedeutung von 

HIF-1 für metastasierungsrelevante Aspekte im Magenkarzinom in vitro nachgewiesen. Durch diese 

umfangreiche Charakterisierung konnte HIF-1 erstmals als ein zentraler Regulator der Metastasierung 

des humanen Magenkarzinoms beschrieben werden. 

 

2.1.2 Publikation 

Rohwer N, Lobitz S, Daskalow K, Jöns T, Vieth M, Schlag PM, Kemmner W, Wiedenmann B, 

Cramer T and Höcker M. 

HIF-1α determines the metastatic potential of gastric cancer cells. 

British Journal of Cancer 2009, 100 (5):772-781. 

doi: 10.1038/sj.bjc.6604919 

 

http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6604919�
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2.2 Manuskript II: “Hypoxia-inducible factor 1α mediates anoikis resistance via 

suppression of α5 integrin” 

2.2.1 Zusammenfassung 

Die funktionelle Inaktivierung von HIF-1α in den beiden Magenkarzinomzelllinien AGS und MKN28 

führte zu einer signifikanten Inhibition der tumorbiologisch relevanten Prozesse Migration, Invasion 

und Adhäsion an primäre Endothelzellen. Sowohl die Migration als auch die Invasion werden 

entscheidend durch die Familie der Integrine reguliert. Integrine fungieren als Transmembran-

rezeptoren und vermitteln die Zelladhäsion zur extrazellulären Matrix. Veränderungen der 

Integrinexpression erfolgen häufig im Zusammenhang mit der malignen Transformation. Daher wurde 

die Oberflächenpräsentation einer Reihe von Integrinen mittels Durchflusszytometrie untersucht. Es 

zeigte sich, dass die Inaktivierung von HIF-1α in beiden Magenkarzinomzelllinien zu einer selektiven 

und signifikanten Induktion des α5-Integrins führte. Diese Induktion des α5-Integrins konnte sowohl 

an der Zelloberfläche als auch auf Protein- und mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Die 

Integrinexpression wird durch zahlreiche Signalwege reguliert, u.a. können reaktive Sauerstoffspezies 

(ROS) eine entscheidende Rolle in der Regulation von Integrinen spielen. In diesem Zusammenhang 

wurde beobachtet, dass die Behandlung der HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen mit dem ROS-

Inhibitor Diphenyleneiodonium (DPI) die Induktion des α5-Integrins sowohl an der Zelloberfläche als 

auch auf mRNA-Ebene vollständig aufhob. Ferner konnte gezeigt werden, dass die HIF-1α-

defizienten Magenkarzinomzellen einen doppelt so hohen Gehalt an ROS aufwiesen wie die 

entsprechenden HIF-1α-kompetenten Kontrollzellen. Als molekularer Mechanismus der Induktion des 

α5-Integrins infolge des Verlustes von HIF-1α wurde somit ein erhöhter Gehalt an ROS in den 

HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen identifiziert. 

Das α5-Integrin bildet die limitierende Komponente des Fibronektinrezeptors α5β1. Es ist bekannt, 

dass α5β1 als Tumorsuppressor fungieren kann und über diese Funktion an der Induktion von Anoikis 

in epithelialen Zellen beteiligt ist. Aus diesem Grund wurde die Apoptoserate der HIF-1α-

kompetenten und HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen sowohl unter adhärenten Konditionen als 

auch in Suspension unter Anoikis-Konditionen miteinander verglichen. Dabei ergaben 

Zellzyklusanalysen sowie ein Caspase-3-Aktivitätsassay, dass unter adhärenten Bedingungen die 

funktionelle Inaktivierung von HIF-1α zu keiner Veränderung der Apoptoserate führte. Im Gegensatz 

dazu bewirkte die Inhibition von HIF-1α eine signifikante Zunahme der Anoikisrate. Die Inhibition 

der ROS-Produktion durch Behandlung der HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen mit DPI führte 

wiederum zu einer Reduktion der Anoikisrate auf das Niveau der HIF-1α-kompetenten Kontrollzellen. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit einem blockierenden anti-α5-Integrin-

Antikörper zu einer signifikanten Abnahme der Anoikisrate in den HIF-1α-defizienten 
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Magenkarzinomzellen führte. Ergänzend wurde mit Hilfe eines Koloniebildungsassays in Soft-Agar 

nachgewiesen, dass die Inaktivierung von HIF-1α die Koloniebildung unter substratunabhängigen 

Bedingungen signifikant reduzierte. 

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse konnten zudem gänzlich durch Applikation des 

pharmakologischen HIF-1-Inhibitors 2-Methoxyestradiol bestätigt werden.  

Diese Untersuchungen zeigten erstmals, dass HIF-1 eine zentrale Rolle in der Regulation von Anoikis 

mittels Suppression des α5-Integrins einnimmt. Diese Inhibition der integrinvermittelten Apoptose 

könnte einen weiteren molekularen Mechanismus der tumorfördernden Wirkung von HIF-1 darstellen. 

 

2.2.2 Publikation 

Rohwer N, Welzel M, Daskalow K, Pfander D, Wiedenmann B, Detjen K and Cramer T. 

Hypoxia-inducible factor 1α mediates anoikis resistance via suppression of α5 integrin. 

Cancer Research 2008, 68 (24): 10113-10120. 

doi: 10.1158/0008-5472.CAN-08-1839 

 

http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-1839�
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2.3 Manuskript III: “Hypoxia-inducible factor 1α determines gastric cancer 

chemosensitivity via modulation of p53 and NF-κB” 

2.3.1 Zusammenfassung 

Die Effektivität der aktuellen chemotherapeutischen Therapieregime des Magenkarzinoms ist v.a. 

aufgrund der rapiden Ausbildung von resistenten Tumorzellen nur unzureichend. Eine Vielzahl 

experimenteller Studien lässt vermuten, dass dem Transkriptionsfaktor HIF-1 eine funktionelle 

Bedeutung für die Vermittlung von Resistenzen gegenüber Chemo- und Radiotherapie zukommt. Vor 

diesem Hintergrund sollten die molekularen Mechanismen der resistenzvermittelnden Wirkung von 

HIF-1 charakterisiert werden. 

Für diese Analysen wurden Magenkarzinomzellen mit dem Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil 

(5-FU), das bei der Therapie des humanen Magenkarzinoms eine zentrale Stellung einnimmt, 

behandelt. Die Behandlung der Magenkarzinomzelllinie AGS führte zu einer dosisabhängigen 

Inhibition des Zellwachstums, wobei die funktionelle Inaktivierung von HIF-1α die Effektivität von 

5-FU signifikant verstärkte. Die Überexpression von HIF-1α bewirkte hingegen eine signifikante 

Steigerung der Resistenz gegenüber 5-FU. Zellzyklusanalysen demonstrierten, dass sowohl ein Arrest 

der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus sowie die Induktion von Apoptose ursächlich an der 

Wachstumshemmung durch 5-FU beteiligt waren. Beide Effekte waren deutlich stärker ausgeprägt in 

den HIF-1α-defizienten AGS Zellen. 

Häufig kommt Regulatoren von Zellproliferation und Apoptose, wie beispielsweise p53 und NF-κB, 

eine zentrale Bedeutung in der Vermittlung von Chemoresistenzen zu. In diesem Zusammenhang 

wurde nachgewiesen, dass die Behandlung mit 5-FU zu einer Induktion des p53-Proteins führte, die in 

den HIF-1α-defizienten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich verstärkt war. Die 

Stabilisierung von p53 durch 5-FU ging einher mit einer Induktion des p53-Zielgens p21, das 

nachfolgend eine Inhibition der Cyclin-abhängigen Kinase CDK2 sowie des Cyclins A ausschließlich 

in den HIF-1α-defizienten AGS Zellen bewirkte. Die Inhibition des CDK2/Cyclin A-Komplexes 

führte zu einer Hypophosphorylierung des Zellzyklusregulators pRB, wodurch der beobachtete 

G1-Arrest in den HIF-1α-defizienten Zellen erklärt werden konnte. Die zentrale Bedeutung von p53 

für die HIF-1-vermittelte Resistenz gegenüber 5-FU wurde zudem durch eine Inhibition von p53 

mittels RNA-Interferenz in den HIF-1α-defizienten AGS Zellen bestätigt. Reaktive Sauerstoffspezies 

(ROS) sind entscheidend an der Aktivierung von p53 durch chemotherapeutische Reagenzien beteiligt, 

und wie zuvor gezeigt wurde, verstärkt die Inaktivierung von HIF-1α die Produktion von ROS in den 

AGS Zellen. In Übereinstimmung mit diesen Daten supprimierte die Behandlung der HIF-1α-

defizienten AGS Zellen mit den ROS-Inhibitoren Diphenyleneiodonium oder Apocynin die 5-FU-

induzierte Expression von p53 und seiner Zielgene p21 und MDM2. Zudem verminderte die Inhibition 

der ROS die Toxizität von 5-FU in den HIF-1α-defizienten AGS Zellen. Die zuvor beschriebenen 
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Daten wurden alle mit AGS Zellen, die funktionales p53 aufweisen, erhoben. Um die Bedeutung von 

p53 für die HIF-1-vermittelte Chemoresistenz näher zu charakterisieren, wurden diese Daten um 

Untersuchungen mit der Magenkarzinomzelllinie MKN28, die eine funktionelle Mutation im p53-Gen 

aufweist, ergänzt. Auch die 5-FU-Behandlung der MKN28 Zellen bewirkte eine dosisabhängige 

Inhibition der Proliferation, jedoch mit deutlich geringerer Toxizität als bei den AGS Zellen. Die 

5-FU-induzierte Wachstumshemmung der MKN28 Zellen konnte durch die Inaktivierung von HIF-1α 

nur geringfügig bei höchster Dosis und langer Behandlungsdauer verstärkt werden. Entsprechend dem 

p53-Status der MKN28 Zellen führte die Behandlung mit 5-FU nicht zu einer Induktion des p53-

Proteins und p53-induzierten Apoptose. Interessanterweise wurde aber durch Rekonstitution von p53 

mit Hilfe des Reagenz PRIMA-1 die Sensibilität für 5-FU in den MKN28 Zellen erhöht. Dieser Effekt 

war zudem bei den HIF-1α-defizienten MKN28 Zellen deutlich stärker ausgeprägt. 

Auch der Transkriptionsfaktor NF-κB wird häufig als Antwort auf chemotherapeutische Reagenzien 

aktiviert. Mittels „Electrophoretic mobility shift assays“ (EMSA) konnte nachgewiesen werden, dass 

die Bindungskapazität von NF-κB in den HIF-1α-kompetenten AGS Zellen durch 5-FU deutlich 

induziert wurde, wohingegen die Inaktivierung von HIF-1α zu einer drastischen Reduktion der 

NF-κB-Bindungsaktivität führte. Dementsprechend verminderte auch die Überexpression der NF-κB-

Untereinheit p65 die Effektivität von 5-FU in den HIF-1α-defizienten AGS Zellen. Schließlich zeigten 

EMSA-Analysen, dass die Behandlung der MKN28 Zellen mit 5-FU zwar eine Aktivierung der 

NF-κB-DNA-Bindung bewirkte, jedoch blieb diese unbeeinflusst von der HIF-1α-Inhibition. 

Diese Untersuchungen konnten erstmals zeigen, dass HIF-1 die Resistenz gegenüber klassischen 

Chemotherapeutika wie 5-FU in Abhängigkeit vom p53-Status durch einerseits Inhibition von p53 und 

andererseits Aktivierung von NF-κB vermitteln kann. In Anbetracht dieser Ergebnisse scheinen 

HIF-1-inhibierende Strategien als innovativer Ansatz zur Therapie des humanen Magenkarzinoms nur 

unter Berücksichtigung des p53-Status sinnvoll zu sein. 

 

2.3.2 Publikation 

Rohwer N, Dame C, Haugstetter A, Wiedenmann B, Detjen K, Schmitt CA and Cramer T. 

Hypoxia-inducible factor 1α determines gastric cancer chemosensitivity via modulation of p53 

and NF-κB. 

PLoS ONE 2010, 5 (8): e12038 

doi: 10.1371/journal.pone.0012038 
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3 Diskussion 

Angesichts der zentralen Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF-1 für die Regulation der 

Metastasierung und für die Vermittlung von Therapieresistenz in diversen Tumorentitäten sowie dem 

Einfluss beider Faktoren auf die Therapiesensitivität des humanen Magenkarzinoms, wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Bedeutung von HIF-1 für verschiedene Parameter der humanen 

Magenkarzinogenese charakterisiert. Aufgrund der Beobachtung, dass HIF-1α vor allem in späten 

Stadien der humanen Magenkarzinogenese verstärkt exprimiert wird, war es nahe liegend, die 

Bedeutung von HIF-1 für metastasierungsrelevante Prozesse wie Migration, Invasion, Endothelzell-

interaktion und substratunabhängiges Wachstum zu untersuchen. Für diese Untersuchungen wurde 

eine stabile Inaktivierung von HIF-1α durch lentiviralvermittelte RNA-Interferenz in zwei humanen 

Magenkarzinomzelllinien erfolgreich etabliert. Unter Verwendung der HIF-1α-defizienten 

Magenkarzinomzelllinien wurde gezeigt, dass HIF-1 eine zentrale Rolle in der Regulation von 

Metastasierung und in der Vermittlung von Chemoresistenz im humanen Magenkarzinom einnimmt. 

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit mehrere Mechanismen identifiziert, die die fördernde Wirkung 

von HIF-1 auf die Metastasierung und die Therapieresistenz im Magenkarzinom erklären. Die 

gewonnenen Erkenntnisse schaffen damit eine Grundlage für die Entwicklung innovativer 

Therapiestrategien zur Behandlung des humanen Magenkarzinoms. 

 

3.1 Expression von HIF-1α im humanen Magenkarzinom 

Die Charakterisierung des Expressionsmusters von HIF-1α im Verlauf der Pathogenese des humanen 

Magenkarzinoms zeigte eine deutliche Überexpression von HIF-1α vor allem in fortgeschrittenen 

Stadien der Magenkarzinogenese. Die Expression von HIF-1α konnte keiner spezifischen 

histologischen Gewebestruktur zugeordnet werden, weshalb die Induktion von HIF-1α durch die 

tumorassoziierte Hypoxie eher unwahrscheinlich ist und die Stabilisierung von HIF-1α vermutlich auf 

die Expression aktivierter Onkogene und/oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 

zurückzuführen ist. Eine Überexpression von HIF-1α im humanen Magenkarzinom konnte bereits 

durch mehrere Studien belegt werden, jedoch zeigten sie im Vergleich zu den vorliegenden Daten 

teilweise geringere Prozentzahlen HIF-1α-positiver Tumorzellen [138-142]. Da die Zusammensetzung 

der Patientenkollektive sowie die Anzahl analysierter Magenkarzinompräparate in allen Studien 

vergleichbar waren, sind die Differenzen in den Prozentzahlen HIF-1α-positiver Tumorzellen 

wahrscheinlich auf methodische Unterschiede im immunhistochemischen Nachweis von HIF-1α oder 

in der Quantifizierung zurückzuführen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine hochsensitive 

Nachweismethode als Standardtechnik eingesetzt, wodurch zumindest zum Teil die höheren Zahlen 

HIF-1α-positiver Tumorzellen zu erklären sind. Im Gegensatz zu den Geweben fortgeschrittener 

Magenkarzinogenese zeigten lediglich 15% aller analysierten Magenfrühkarzinomgewebe eine 



Diskussion 

 25 

Expression von HIF-1α in den Kernen neoplastischer Zellen. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit 

einer von Sumiyoshi und Mitarbeitern erhobenen Studie, weicht aber von den Resultaten zweier 

anderer Arbeiten deutlich ab, die weitaus mehr HIF-1α-positive Tumorzellen in ihren analysierten 

Magenfrühkarzinompräparaten detektiert haben [138,141,142]. Eine endgültige Erklärung für diese in 

der Literatur sehr heterogen beschriebene Expression von HIF-1α im humanen Magenfrühkarzinom 

kann zurzeit nicht gegeben werden, vielmehr bedarf es der Analyse eines größeren Patientenkollektivs. 

Anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten scheint HIF-1α als unabhängiger prognostischer Marker 

für das humane Magenkarzinom eher ungeeignet zu sein. Aufgrund des Nachweises einer HIF-1α-

Expression in nahezu allen Präparaten fortgeschrittener Magenkarzinogenese konnte keine signifikante 

Korrelation zwischen der HIF-1α-Proteinexpression und der Lymph- und Blutgefäßinvasion, der 

Metastasierung sowie dem Tumorstadium errechnet werden. Für eine Reihe anderer Tumorentitäten, 

wie beispielsweise dem Pankreas- und dem Zervixkarzinom sowie auch für gastrointestinale 

Stromatumoren, wurde hingegen ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Expression von 

HIF-1α in neoplastischen Zellen und einer infausten Prognose nachgewiesen [114,116,143,144]. 

Ebenso zeigten zwei Studien mit japanischen Patientenkollektiven der Arbeitsgruppe von Yoshihiko 

Maehara in multivariaten Analysen, dass die HIF-1α-Expression im Magenkarzinom mit einer 

ungünstigen Prognose assoziiert ist [140,141]. In einer dieser beiden Arbeiten wurde jedoch neben der 

nukleären HIF-1α-Expression auch der cytoplasmatische Nachweis von transkriptionell inaktivem 

HIF-1α8

Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten eindeutig, dass HIF-1α in einem engen zeitlichen und 

räumlichen Zusammenhang zur Metastasierung des Magenkarzinoms exprimiert wird. Eine nukleäre 

 in die Auswertung mit einbezogen [140]. In Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit 

konnten drei weitere Studien ebenfalls keine prognostische Signifikanz der HIF-1α-Expression für das 

humane Magenkarzinom ableiten [139,142,145]. In einer dieser Publikationen wurden zwei 

verschiedene Expressionsmuster für HIF-1α in den untersuchten Magenkarzinompräparaten 

beschrieben: eine fokale Expression und eine Expression an den invasiven Tumorgrenzen [139]. Die 

auf die invasiven Tumorränder begrenzte HIF-1α-Expression, wie sie auch in dieser Arbeit beobachtet 

wurde, war dabei assoziiert mit Merkmalen eines aggressiveren Tumorwachstums wie der 

Lymphknotenmetastasierung. Auch beim Mammakarzinom konnte verschiedenen Mustern der 

HIF-1α-Expression eine unterschiedliche prognostische Bedeutung zugewiesen werden [146]. Anhand 

dieser Daten scheint die prognostische Signifikanz einer HIF-1α-Überexpression von mehreren 

Faktoren, wie beispielsweise der Tumorentität, dem Tumorstadium und dem vorherrschenden HIF-1α-

Expressionsmuster, abhängig zu sein. Nicht zuletzt spielen natürlich auch methodische Faktoren, wie 

eine zuverlässige Nachweismethode, eine einheitliche Quantifizierung und ein ausreichend großes 

Patientenkollektiv, eine entscheidende Rolle. 

                                                 
8 Ausschließlich ein nukleärer Nachweis von HIF-1α ist mit einem transkriptionell aktiven HIF-1-System 

vereinbar. 
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Expression von HIF-1α wurde häufig in neoplastischen Zellen an den invasiven Tumorgrenzen 

beobachtet, was die Hypothese zuließ, dass insbesondere invasiv wachsende Magenkarzinomzellen 

auf die Expression von HIF-1α angewiesen sind. Aus diesem Grund wurde nachfolgend die 

Bedeutung von HIF-1 für die lokale Invasion und die Metastasierung durch eine Reihe von in vitro-

Analysen mit humanen Magenkarzinomzelllinien charakterisiert. 

 

3.2 Bedeutung von HIF-1 für die Metastasierung des humanen Magenkarzinoms 

Angesichts der beträchtlichen Bedeutung der Metastasierung beim humanen Magenkarzinom ist eine 

Aufklärung der molekularen Mechanismen, die zur Metastasierung beitragen, absolut erforderlich. 

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit ein möglicher Einfluss von HIF-1 auf das 

Metastasierungsverhalten des Magenkarzinoms näher betrachtet und potentielle beteiligte 

Wirkmechanismen identifiziert. 

Für diese Untersuchungen wurde HIF-1α zum einen mit Hilfe eines gentechnischen Ansatzes durch 

RNA-Interferenz und zum anderen mittels eines pharmakologischen HIF-1-Inhibitors in den beiden 

verwendeten Magenkarzinomzelllinien inaktiviert. Die RNA-Interferenz gegen HIF-1α wurde unter 

Verwendung eines lentiviralen Transfersystems realisiert. Sie bewirkte eine äußerst stabile 

funktionelle Inhibition von HIF-1α, wodurch auch die Analyse lang andauernder Experimente 

ermöglicht wurde. Als pharmakologischer HIF-1-Inhibitor wurde das „small molecule9

 

“ 

2-Methoxyestradiol (2ME2) eingesetzt. 2ME2 ist ein physiologisches Östrogenmetabolit, das vor 

allem über seine antiangiogene und proapoptotische Wirkung eine starke Wachstumshemmung auf 

verschiedene Tumortypen ausübt [147]. In zahlreichen Arbeiten anderer Arbeitsgruppen wurde eine 

signifikante Inhibition der HIF-1α-Aktivität sowohl in vitro als auch in vivo durch Behandlung mit 

2ME2 nachgewiesen [148-151]. Ebenso konnten in dieser Arbeit das HIF-1α-Protein sowie auch seine 

transaktivierende Funktion durch Behandlung der Magenkarzinomzellen mit 2ME2 inhibiert werden. 

3.2.1 Vermittlung von Zellmotilität und invasivem Wachstum 

Erste Schlüsse hinsichtlich einer HIF-1-abhängigen Regulation der Metastasierung konnten nach 

Durchführung von Migrations- und Invasionsassays gezogen werden. Dabei kann anhand von 

Migrationsassays vor allem eine Aussage über die Motilität der Karzinomzellen getroffen werden, 

wohingegen für die Invasion durch Matrigel neben der reinen Migration zusätzlich proteolytische 

Aktivitäten der Zelle erforderlich sind. Sowohl die pharmakologische als auch die siRNA-vermittelte 

Inhibition von HIF-1α bewirkte eine signifikante Reduktion der Migration und der Invasion der 

Magenkarzinomzellen. Interessanterweise war dieser Effekt unter normoxischen wie auch unter 

hypoxischen Sauerstoffbedingungen zu beobachten, woraus zu schlussfolgern ist, dass HIF-1 auch 

unter Normoxie wichtige zelluläre Funktionen zu regulieren scheint. Unter normoxischen 
                                                 
9 „Small molecules“ sind niedermolekulare synthetische Moleküle. 
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Kulturbedingungen konnte zwar kein HIF-1α-Protein in der Western-Blot-Analyse nachgewiesen 

werden, was aber vermutlich auf die nur sehr kurze Halbwertszeit von HIF-1α und die zu geringe 

Sensitivität der Nachweismethode zurückzuführen ist. Eine funktionelle Bedeutung von HIF-1 unter 

normoxischen Sauerstoffbedingungen wurde jedoch auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet 

[152-154]. 

Aufgrund der zentralen Rolle von HIF-1 für die Regulation der Glykolyse wäre eine mögliche 

Erklärung für die infolge der HIF-1α-Inhibition auftretende Reduktion der Zellmotilität ein zu 

geringer intrazellulärer ATP-Gehalt [152]. In der vorliegenden Arbeit konnte aber weder ein 

verringerter ATP-Gehalt in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen nachgewiesen werden noch 

konnte die Zugabe freien ATPs die Motilität der HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen wieder 

herstellen. Aus diesem Grund scheint eine reduzierte glykolytische Aktivität nicht für die verminderte 

Zellmotilität verantwortlich zu sein. Ein exakter Mechanismus des fördernden Einflusses von HIF-1 

auf die Migration und die Invasion der Magenkarzinomzellen kann zu diesem Zeitpunkt nicht 

aufgezeigt werden. Anhand publizierter Erkenntnisse können aber Mutmaßungen hinsichtlich 

beteiligter molekularer Mechanismen angestellt werden. So haben auch die Arbeiten anderer 

Arbeitsgruppen gezeigt, dass HIF-1 die Migration und das invasive Potential von verschiedenen 

Karzinomzelllinien und nicht-transformierten Zellen, wie Makrophagen, fördert [152,154-159]. 

Eine wichtige Voraussetzung für die Metastasierung ist die epithelial-mesenchymale Transition 

(EMT), wobei Zell-Zell-Adhäsionen aufgehoben werden und die Tumorzellen einen motilen Phänotyp 

erlangen. Ein entscheidender Schritt bei der EMT ist der funktionelle Verlust des Zell-Zell-

Adhäsionsmoleküls E-Cadherin, das einen Repressor der Metastasierung darstellt. Im humanen 

Magenkarzinom ist der funktionelle Verlust des E-Cadherin-Proteins mit einer erhöhten 

Tumorinvasion und einer schlechten Prognose assoziiert [160]. Zudem bewirkte die siRNA-

vermittelte Inhibition von E-Cadherin eine gesteigerte Invasion humaner Magenkarzinomzellen [161]. 

In humanen Tumoren beruht die Inaktivierung von E-Cadherin häufig auf einer transkriptionellen 

Repression. Die Expression einiger dieser Transkriptionsregulatoren des E-Cadherin-Gens, wie 

ZFHX1A, ZFHX1B, TCF3, Twist und Snail, wird durch HIF-1 reguliert, wodurch HIF-1 einen 

indirekten Einfluss auf die E-Cadherin-Expression und damit auch auf die EMT sowie die 

Zellmotilität ausübt [162-164]. In Übereinstimmung damit konnte auch eine Reduktion des 

E-Cadherin-Proteinlevels durch Überexpression von HIF-1α in Nieren- und Prostatakarzinomzellen 

beobachtet werden [156,164,165]. Eine mögliche Erklärung für die reduzierte Motilität der HIF-1α-

defizienten Magenkarzinomzellen wäre also eine gesteigerte Expression oder aber eine Reexpression 

von E-Cadherin infolge einer reduzierten Transaktivierung zuvor genannter Regulatoren durch den 

Verlust von HIF-1α. Dieser Mechanismus ist aber rein spekulativ und bedarf noch einer Bestätigung 

in zukünftigen Untersuchungen. 

Das invasive Wachstum von Karzinomzellen ist eine entscheidende Voraussetzung für die 

Metastasierung, da es den Tumorzellen ermöglicht, in angrenzendes Gewebe und schließlich in Blut- 



Diskussion 

 28 

oder Lymphgefäße einzudringen. Die Invasion erfordert neben der reinen Zellmotilität auch 

proteolytische Aktivität zur Degradation der Basalmembran und der extrazellulären Matrix (EZM) 

[166]. Die Degradation dieser physikalischen Barrieren erfolgt mit Hilfe verschiedener proteolytischer 

Enzyme, wie beispielsweise den Matrixmetalloproteinasen (MMP). Die Aktivität der MMPs wird u.a. 

durch das Urokinase-Plasminogen-Aktivator-(uPA)-System reguliert. In diesem System bindet uPA an 

seinen zellmembranständigen Rezeptor (uPAR), infolgedessen wird das inaktive Plasminogen in die 

aktive Protease, das Plasmin, umgewandelt [167]. Plasmin kann entweder direkt Proteine der EZM 

degradieren oder aktiviert MMPs. In Einklang hiermit führte die Hemmung von uPAR zu einer 

Reduktion der Invasion verschiedener Karzinomzellen [155,168]. Interessanterweise wird die 

Expression von uPAR sowie verschiedener MMPs, wie MMP-1 und MMP-2, durch HIF-1 reguliert, 

und HIF-1 fördert über die Transaktivierung dieser Proteine die Invasion diverser Karzinomzellen 

[155,158,168]. Wie die Arbeiten mehrerer Arbeitsgruppen gezeigt haben, wird auch die Invasivität 

humaner Magenkarzinomzellen entscheidend durch die Aktivität des uPA-uPAR-Systems sowie auch 

von MMP-2 reguliert [169-172]. Aufgrund der dargelegten Daten ist es vorstellbar, dass der in dieser 

Arbeit beschriebene fördernde Effekt von HIF-1 auf die Invasion der Magenkarzinomzellen zumindest 

teilweise auf eine HIF-1-abhängige Aktivierung von uPAR und MMP-2 zurückzuführen ist, was aber 

noch verifiziert werden müsste. In Ergänzung zu dieser Hypothese wurde kürzlich von Lin und 

Mitarbeitern demonstriert, dass der angiogene Wachstumsfaktor Cyr61/CCN1 die Invasion von 

Magenkarzinomzellen durch HIF-1-abhängige Expression von PAI-1, einem wichtigen Regulator des 

uPA-uPAR-Systems, stimulieren kann [173]. Neben uPAR und MMP-2 ist noch eine Vielzahl 

weiterer HIF-1-Zielgene identifiziert worden, die einen entscheidenden Einfluss auf die Invasion und 

die Metastasierung ausüben und die den in der vorliegenden Arbeit beobachteten Phänotyp erklären 

könnten. Genannt seien hier als besonders prominente Beispiele der Chemokinrezeptor CXCR4 und 

sein Ligand SDF-1, das Proto-Onkogen MET, die Lysyloxidase, Cathepsin D und AMF (autocrine 

motility factor) [96,134,136,155,159]. Festzuhalten ist, dass die HIF-1-regulierte Genexpression, die 

einen motilen und invasiven Phänotyp begünstigt, sicherlich zelltypspezifisch ist und dass die 

Überexpression von HIF-1α in Tumoren vermutlich multiple Aspekte des invasiven Wachstums 

beeinflusst. 

 

3.2.2 Vermittlung von Anoikisresistenz 

Nach der Intravasation in das Gefäßsystem ist es für das Überleben der Karzinomzellen während der 

Zirkulation in der Vaskulatur von entscheidender Bedeutung, substratunabhängig, das heißt ohne 

Kontakt zur EZM, proliferieren zu können. Die Fähigkeit zum substratunabhängigen Wachstum 

spiegelt den Grad der malignen Transformation wider und hat einen wesentlichen Einfluss auf die 

Tumorigenität in vivo. Das substratunabhängige Wachstum kann in vitro mit Hilfe eines 

Koloniebildungsassays in Soft-Agar abgebildet werden. Wie die vorliegende Arbeit gezeigt hat, führte 

sowohl die pharmakologische als auch die siRNA-vermittelte Inhibition von HIF-1α zu einer 
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Reduktion des substratunabhängigen Wachstums beider Magenkarzinomzelllinien. Diese für die 

substratunabhängige Proliferation zentrale Bedeutung von HIF-1 konnte auch für humane 

Kolonkarzinomzellen, transformierte Melanozyten sowie murine Leberkarzinomzellen bestätigt 

werden, wobei aber eindeutige Mechanismen nicht identifiziert wurden [153,174,175]. Leek und 

Mitarbeiter beobachteten neben einem verlangsamten substratunabhängigen Wachstum eine erhöhte 

Apoptosefraktion in den HIF-1-defizienten Leberkarzinomzellen [175]. In der Studie von Dang et al. 

zeigten die HIF-1α-defizienten Kolonkarzinomzellen auch unter substratabhängigen Kultur-

bedingungen einen Wachstumsarrest, so dass HIF-1 in diesem Zellsystem vermutlich eher eine 

generelle proproliferative Wirkung aufweist und nicht speziell das substratunabhängige Wachstum 

fördert [153]. Im Gegensatz dazu war in dieser Arbeit die substratabhängige Proliferation wie auch die 

Apoptose unter adhärenten Wachstumsbedingungen von dem Verlust von HIF-1α unbeeinflusst und 

HIF-1 stimulierte spezifisch das Wachstum unter substratunabhängigen Konditionen. Wie in der 

Publikation von Leek et al. gezeigt wurde, kann eine verstärkte Apoptose die Hemmung des 

substratunabhängigen Wachstums erklären [175]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die 

Reduktion der substratunabhängigen Proliferation in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen 

auf eine erhöhte Apoptoserate zurückgeführt werden. Diese Sonderform der Apoptose, die eingeleitet 

wird durch den Verlust des Zellkontaktes zur EZM, wird als Anoikis bezeichnet. Die Anoikisresistenz 

bildet eine wichtige Voraussetzung für die Metastasierung und ermöglicht erst das 

substratunabhängige Wachstum von Krebszellen [26]. In Tiermodellen weisen anoikisresistente 

Tumorzellen ein höheres Metastasierungspotential und eine längere Überlebensdauer in der 

Blutzirkulation auf [176,177]. Als zentraler Vermittler der Anoikis wurde eine große Gruppe von 

Zelloberflächenrezeptoren, die Integrine, identifiziert (vgl. 1.1.2.). Krebszellen erlangen eine Resistenz 

gegenüber der Anoikis durch Modifikation des Integrinexpressionsmusters oder aber durch 

Veränderungen der integrinvermittelten Signaltransduktion [26]. Eine Analyse der Oberflächen-

präsentation einer Reihe von Integrinen ergab eine selektive und spezifische Induktion des 

α5-Integrins nach Inhibition von HIF-1α in beiden untersuchten Magenkarzinomzelllinien. Das 

α5-Integrin repräsentiert die limitierende Komponente des α5β1-Fibronektinrezeptors. Häufig weisen 

humane Tumoren, wie beispielsweise das Pankreas- oder das Kolonkarzinom, eine verminderte α5β1-

Expression im Vergleich zu den entsprechenden nicht-transformierten Normalgeweben auf [178-180]. 

Des Weiteren führte die Überexpression von α5β1 in CHO (chinese hamster ovary)-Zellen und 

Kolonkarzinomzellen zu einer reduzierten Tumorzellproliferation in vitro wie auch zu einer 

verminderten Tumorigenität und Metastasierung in vivo, was eine tumorsupprimierende Wirkung von 

α5β1 vermuten lässt [181-185]. Der ungebundene α5β1-Rezeptor übermittelt ein negatives 

Wachstumssignal ins Zellinnere, das aber durch Bindung an seinen Liganden Fibronektin aufgehoben 

werden kann [186,187]. Exemplarisch konnten CHO-Zellen dem durch Serumentzug induzierten 

Zelltod entgehen, wenn die Zellen über den α5β1-Rezeptor mit Fibronektin interagierten [188]. Auch 

in der vorliegenden Arbeit führte die funktionelle Blockierung des α5-Integrins mit Hilfe eines 



Diskussion 

 30 

neutralisierenden anti-α5-Antikörpers zu einer signifikanten Reduktion der Anoikis in den HIF-1α-

defizienten Magenkarzinomzellen. Dieses Ergebnis bestätigt nachhaltig die grundlegende Erfordernis 

des α5-Integrins für die Anoikisinduktion in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen. 

Im Gegensatz zur HIF-1-abhängigen Suppression des α5-Integrins in den Magenkarzinomzellen 

konnte für das α5-Integrin sowie eine Reihe weiterer Integrine aber auch eine Induktion durch 

Hypoxie in verschiedenen Karzinomzellen und nicht-transformierten Zellen gezeigt werden [189-194]. 

So führte die Inhibition von HIF-1α zur Hemmung des β1-Integrins in Pankreaskarzinomzellen und 

des αvβ3-Rezeptors in Trophoblastzellen [189,195]. HIF-1 scheint also keine generelle 

supprimierende Wirkung auf die Integrinexpression auszuüben, sondern die HIF-1-abhängige 

Regulation der Integrinexpression ist abhängig vom jeweiligen Integrin, seiner Funktion und vom 

Grad der malignen Transformation sowie vermutlich von der Tumorentität. Eine sicherlich 

interessante weiterführende Untersuchung wäre der Nachweis des α5-Integrins in humanen 

Magenkarzinompräparaten, um eine mögliche Korrelation zwischen einer HIF-1α-Überexpression und 

einer Reduktion der Expression des α5-Integrins zu überprüfen. 

Die Integrinexpression wird durch zahlreiche Signalwege reguliert, u.a. auch durch reaktive 

Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) als second messenger. Zu den ROS gehören freie 

Radikale wie beispielsweise Superoxidanionen und Hydroxylradikale, stabile Oxidantien wie 

Wasserstoffperoxid und Ozon sowie der singuläre Sauerstoff. Neben der Generierung oxidativen 

Stresses scheinen ROS auch wichtige Signalfunktionen auszuüben und stellen zentrale Regulatoren 

der Zellproliferation, Apoptose und Migration dar [196]. Infolge der Regulation dieser krebsrelevanten 

Prozesse wurde den ROS auch eine wesentliche Rolle bei der Karzinogenese zugesprochen [197]. In 

epithelialen Mammazellen konnte eine Regulation der mRNA-Expression verschiedener Integrine 

durch oxidativen Stress gezeigt werden [198]. Zudem beobachteten Cho et al. eine ROS-vermittelte 

Induktion des α5-Integrins nach Infektion von Magenkarzinomzellen mit Helicobacter pylori [199]. 

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde als molekularer Mechanismus der Induktion des α5-Integrins 

ein erhöhter ROS-Gehalt infolge der HIF-1α-Inhibition identifiziert. Dabei verminderte die Reduktion 

des ROS-Gehalts in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen sowohl die Expression des 

α5-Integrins als auch die Anoikis. Dies bestätigt eindeutig die funktionelle Bedeutung von ROS für 

die α5-vermittelte Anoikisinduktion nach Verlust von HIF-1α. In Übereinstimmung mit dieser Arbeit 

beschrieben Zhang et al. ebenfalls erhöhte ROS-Level in HIF-1α-defizienten murinen embryonalen 

Fibroblasten oder aber eine Reduktion der ROS-Level in Nierenkarzinomzellen nach HIF-1α-

Überexpression [200,201]. Da die Mehrheit der intrazellulären ROS als natürliches Nebenprodukt des 

aeroben Energiemetabolismus an den mitochondrialen Komplexen I und III der Elektronen-

transportkette entsteht, wirkt HIF-1 vermutlich der ROS-Generierung durch Hemmung der 

mitochondrialen Aktivität entgegen [202,203]. Generell führt die Induktion von HIF-1 zu einer 

Hemmung des aeroben mitochondrialen Energiemetabolismus und zu einer Bevorzugung der 
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anaeroben Glykolyse (vgl. 1.3.3). Zudem reduziert HIF-1 die Bildung von Acetyl-CoA und damit die 

Aktivität des Tricarbonsäurezyklus durch Induktion der HIF-1-Zielgene Pyruvatdehydrogenase-

Kinase 1 (PDK1) und Laktatdehydrogenase A (LDHA) [202,204,205] (Abb. 6). Die HIF-1-induzierte 

Expression der PDK1 und LDHA führt infolge der verminderten Aktivität des Tricarbonsäurezyklus 

zu einer Reduktion der oxidativen Phosphorylierung und damit auch zu einer Verringerung der 

Produktion von ROS. Bekräftigt wird diese Hypothese durch Untersuchungen von Kim et al., die 

zeigten, dass die Überexpression von PDK1 in HIF-1α-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten 

zu einer deutlichen Reduktion des ROS-Levels führte [204]. 

 
Abb. 6 Regulation des Energiemetabolismus durch HIF-1. 
Die Induktion des Transkriptionsfaktors HIF-1 reduziert die mitochondriale Aktivität durch Aktivierung der 
Glykolyse (1), Stimulation der Bildung von Laktat aus Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase A (2) und 
Induktion der Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 (PDK1), welche die Pyruvatdehydrogenase (PDH) und damit die 
Bildung von Acetyl-CoA hemmt (3). Die resultierende Verminderung der oxidativen Phosphorylierung 
verringert die Produktion von intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). (aus Kim et al. [204]) 
 

In Ergänzung zu diesen Mechanismen, die eine HIF-1-bedingte Reduktion der mitochondrialen 

Aktivität bewirken, inhibiert HIF-1 aber auch direkt die mitochondriale Biogenese und stimuliert die 

Autophagie der Mitochondrien [200,201]. Vermutlich reduziert HIF-1 also den Gehalt an 

intrazellulären ROS zum einen durch Inhibition des aeroben Energiemetabolismus und damit der 

mitochondrialen Aktivität und zum anderen durch Reduktion der Mitochondrienzahl selbst. 

 

3.2.3 Vermittlung der Endothelzellinteraktion 

Die Dissemination von Krebszellen in entfernte Organe erfolgt hauptsächlich über die Blut- und 

Lymphgefäßzirkulation. Aus diesem Grund hat die Interaktion zirkulierender Krebszellen mit Zellen 

des vaskulären Endotheliums auch einen signifikanten Einfluss auf die Effizienz der Metastasierung. 

In dieser Arbeit wurde eindeutig belegt, dass HIF-1 die Interaktion der Magenkarzinomzellen mit 

primären Endothelzellen stimuliert. Die Mechanismen, mit Hilfe derer HIF-1 die Interaktion zwischen 

Karzinomzellen und Endothelzellen regulieren kann, sind bislang jedoch unbekannt. Bekannt ist aber, 
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dass die Interaktion von Karzinomzellen mit Endothelzellen entscheidend durch die Expression 

verschiedener Zelloberflächenproteine, wie beispielsweise Selektine, Integrine, Cadherine und 

Immunglobuline, bestimmt wird [206]. Eine Veränderung der Expression und der Oberflächen-

präsentation dieser Ligand-Rezeptor-Systeme sowohl auf den Endothelzellen als auch auf den 

Karzinomzellen hat damit einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz der Metastasierung. Eine 

HIF-1-abhängige Regulation konnte für verschiedene Oberflächenproteine, wie beispielsweise 

Integrine und auch Selektin-Liganden, in unterschiedlichen Zellsystemen in vitro gezeigt werden [189-

191]. Zudem wurde von Kong et al. die HIF-1-abhängige Induktion des β2-Integrins als Mechanismus 

für die gesteigerte Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen beschrieben [191]. Eine HIF-1-

vermittelte Stimulation der Endothelzellinteraktion durch Modifikation der Oberflächenpräsentation 

von Adhäsionsproteinen auf den Karzinomzellen wäre also durchaus denkbar. Diese Überlegungen 

sind jedoch präliminär und das Ziel zukünftiger Untersuchungen. 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde HIF-1 erstmals als ein die Metastasierung stimulierender Faktor im 

humanen Magenkarzinom beschrieben. Dabei konnte gezeigt werden, dass HIF-1 verschiedene 

Einzelprozesse der Metastasierung, wie die Migration, die Invasion, das substratunabhängige 

Wachstum sowie die Endothelzellinteraktion, fördert. Für die HIF-1-abhängige Stimulation der 

Migration, Invasion und Endothelzellinteraktion wurden potentielle Mechanismen diskutiert, die auf 

der Induktion verschiedener HIF-1-Zielgene beruhen. Zudem wurde für die HIF-1-abhängige 

Regulation der Anoikisresistenz ein bisher vollkommen unbekannter Mechanismus identifiziert, der 

zumindest nicht direkt auf eine gesteigerte Genexpression spezifischer HIF-1-Zielgene zurückzuführen 

ist. Vielmehr führen HIF-1-induzierte metabolische Anpassungen letztendlich zu einer Suppression 

der Oberflächenpräsentation des α5-Integrins, wodurch die Anoikisresistenz bedingt und das 

metastatische Wachstum gefördert wird. 

 

3.3 Bedeutung von HIF-1 für die Vermittlung von Chemoresistenz im humanen 

Magenkarzinom 

Neben dem Ausmaß der Metastasierung bestimmen sowohl die intrinsische als auch die im Verlauf 

der Therapie erworbene Chemoresistenz entscheidend die Therapieoptionen zur Behandlung des 

Magenkarzinoms. Die Aufklärung der molekularen Ursachen einer Resistenzentstehung kann 

maßgeblich zur Verbesserung der ungünstigen Prognose des Magenkarzinoms beitragen und eine 

Grundlage für die Entwicklung innovativer und auch effektiverer Therapiemaßnahmen schaffen. 

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung von HIF-1 für die Vermittlung von 

Chemoresistenzen am Beispiel zweier Magenkarzinomzelllinien detailliert untersucht und es wurden 

zwei bisher unbekannte resistenzvermittelnde Mechanismen identifiziert. 

Für diese Analyse wurde das Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (5-FU) ausgewählt, da es sich als 

antineoplastische Therapiemaßnahme bewährt hat und ein effektives sowie gutverträgliches 
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Therapeutikum für das humane Magenkarzinom darstellt [207]. Die Behandlung solider Tumoren mit 

5-FU erfolgt in der Regel als Kombinationstherapie, um einer möglichen Resistenzentstehung 

entgegenzuwirken. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass HIF-1 eine Resistenz 

gegenüber 5-FU in humanen Magenkarzinomzellen vermittelt und dass die Effektivität von 5-FU 

durch die Inaktivierung von HIF-1α verstärkt wird. In Übereinstimmung mit diesem Ergebnis 

beobachteten auch Liu und Mitarbeiter eine HIF-1-abhängige Resistenz gegenüber 5-FU in humanen 

Magenkarzinomzellen [208]. Darüber hinaus konnte eine die Chemoresistenz fördernde Wirkung von 

HIF-1 ebenfalls in anderen Karzinomzelllinien, wie beispielsweise in Mammakarzinom-, 

Kolonkarzinom-, Fibrosarkom- und oralen Plattenepithelkarzinomzellen, belegt werden 

[124,125,128,209,210]. In den meisten dieser Arbeiten wurde der Fokus jedoch auf die Bedeutung von 

HIF-1 für die Hypoxie-induzierte Chemoresistenz gerichtet, wohingegen in der vorliegenden Arbeit 

die HIF-1-abhängige Vermittlung der Chemoresistenz unter normoxischen Sauerstoffbedingungen 

analysiert wurde. 

Wie Zellzyklusanalysen gezeigt haben, beruhte die antiproliferative Wirkung von 5-FU auf einem 

G1-Arrest sowie auf einer zeitlich verzögerten Induktion der Apoptose. Die deutlich höhere Toxizität 

von 5-FU in den HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen konnte durch signifikant erhöhte 

Zellfraktionen in der G1-Phase bzw. der Apoptose erklärt werden. Eine HIF-1-abhängige Suppression 

der Apoptose als Ursache für die HIF-1-vermittelte Chemoresistenz wurde auch in anderen 

Publikationen beschrieben [125,208,209]. Die Modulation der chemotherapieinduzierten 

Apoptoseantwort beruhte dabei häufig auf einer HIF-1-abhängigen Inhibition der proapoptotischen 

Proteine Bid und Bax und/oder einer Induktion des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 

[124,125,208,211]. Neben den pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie spielen auch 

andere zelluläre Regulatoren von Proliferation und Apoptose wie p53 und NF-κB eine entscheidende 

Rolle bei der Resistenzvermittlung. Das Tumorsuppressorgen p53 liegt beim humanen 

Magenkarzinom wie auch bei den meisten anderen Krebserkrankungen häufig mutiert vor [212]. 

Zudem stellt mutiertes p53 einen unabhängigen Prognosefaktor beim Magenkarzinom dar und ist mit 

einer erhöhten Chemotherapieresistenz u.a. auch gegen 5-FU assoziiert [213,214]. Ebenso ist bekannt, 

dass humane Magenkarzinomzelllinien mit mutiertem p53 resistenter gegen eine Behandlung mit 

5-FU sind als Magenkarzinomzellen mit induzierbarem Wildtyp p53, was auch in dieser Arbeit 

bestätigt werden konnte [215]. Das Protein p53 wird durch verschiedenste chemotherapeutische 

Wirkstoffe, wie u.a. auch durch 5-FU, induziert und aktiviert nachfolgend einen Zellzyklusarrest oder 

die Apoptose [216,217]. Die fehlende Induzierbarkeit von p53 infolge von Mutationen führt letztlich 

zur Chemoresistenz aufgrund der Unfähigkeit der Zellen, eine p53-abhängige Apoptose einzuleiten. In 

der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die HIF-1-vermittelte Chemoresistenz in den 

Magenkarzinomzellen mit Wildtyp p53 auf einer Suppression des p53-Proteins beruhte. In den 

HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen mit Wildtyp p53 wurde hingegen als Antwort auf die 

Stabilisierung von p53 durch 5-FU ein G1-Arrest und die Apoptose induziert. Hierbei konnte der 
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G1-Arrest der HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen durch eine p53-abhängige Aktivierung von 

p21 und einer anschließenden Hypophosphorylierung des Zellzyklusregulators pRB erklärt werden. 

Konträr zu diesem Ergebnis beobachteten Goda et al., dass HIF-1 in nicht-transformierten Zellen den 

Hypoxie-induzierten Zellzyklusarrest durch Stabilisierung von p21 und Hypophosphorylierung von 

pRb vermittelt [218]. Diese gegensätzlichen Ergebnisse sind vermutlich einerseits durch die 

verschiedenartigen Stimuli und andererseits durch die unterschiedlichen Zellsysteme zu erklären: 

Goda et al. charakterisierten eine physiologische Antwort auf Hypoxie in zwei nicht-transformierten 

Zelllinien, wohingegen in der vorliegenden Arbeit die Reaktion auf die Chemotherapie in 

Karzinomzellen untersucht wurde. In guter Übereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit kamen 

Mizokami und Mitarbeiter zu dem Ergebnis, dass Magenkarzinompatienten, deren Karzinome durch 

eine HIF-1α-Überexpression und einen Verlust der p21-Expression gekennzeichnet sind, im Vergleich 

zu den entsprechenden anderen Patientengruppen die ungünstigere Prognose aufweisen [219]. Als 

Ursache für diese infauste Prognose wurden eine Reduktion der Apoptose und damit ein verbessertes 

Überleben der Karzinomzellen diskutiert. 

Die funktionelle Bedeutung von p53 für die HIF-1-induzierte Chemoresistenz wurde in zwei 

unterschiedlichen Versuchsansätzen eindeutig bestätigt: Erstens steigerte die Inhibition von p53 in den 

HIF-1α-defizienten Magenkarzinomzellen mit Wildtyp p53 die Resistenz gegenüber 5-FU. Zweitens 

führte die Inhibition von HIF-1α in Magenkarzinomzellen mit mutiertem p53 zu keiner nennenswerten 

Erhöhung der Sensibilität für 5-FU, was aber durch Rekonstitution von p53 in diesen Zellen erreicht 

werden konnte. Diese Ergebnisse legen ein Zusammenspiel von HIF-1 und p53 in der Vermittlung von 

Chemoresistenz beim humanen Magenkarzinom nahe. Diese Vermutung wird bekräftigt durch eine 

Arbeit von Sumiyoshi et al., die zeigt, dass Magenkarzinompatienten mit einer Überexpression von 

p5310 und HIF-1α die schlechteste Prognose aufweisen [141]. Potentielle Wechselwirkungen von p53 

und HIF-1 werden in der Literatur sehr widersprüchlich diskutiert [220]. In den meisten publizierten 

Arbeiten wurde der Fokus auf die Interaktion von p53 und HIF-1 unter Hypoxie oder Anoxie11

                                                 
10 Die Überexpression von p53 in humanen Tumoren ist ein Surrogatmarker für mutiertes p53. 

 gelegt 

und nicht wie in dieser Arbeit auf Untersuchungen unter normoxischen Sauerstoffbedingungen. Dabei 

zeigten An et al., dass die Stabilisierung von p53 unter Hypoxie von HIF-1α abhängt, was aber von 

Wenger et al. widerlegt wurde [221,222]. Zudem scheint p53 die Stabilisierung von HIF-1α zu 

inhibieren [223]. Als Erklärungen für diese Wechselwirkung von p53 und HIF-1α unter Hypoxie 

werden die Kompetition von p53 und HIF-1α um den gemeinsamen Koaktivator p300, die indirekte 

Interaktion von p53 und HIF-1α über MDM2 und die direkte Interaktion beider Proteine diskutiert 

[224-226]. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen ein distinkter Mechanismus als Begründung der 

HIF-1-abhängigen Repression von p53 unter Normoxie identifiziert. Vergleichbar der HIF-1-

abhängigen Inhibition des α5-Integrins konnte auch die HIF-1-vermittelte Suppression von p53 auf 

Veränderungen der intrazellulären ROS-Produktion zurückgeführt werden. Die funktionelle 

11 Als Anoxie bezeichnet man das vollständige Fehlen von Sauerstoff. 
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Bedeutung von ROS für den p53-vermittelten Wachstumsarrest nach Behandlung mit 5-FU konnte 

durch Inhibition der ROS und einer dadurch bedingten Zunahme der Chemoresistenz in den HIF-1α-

defizienten Magenkarzinomzellen bestätigt werden. Potentielle Erklärungsansätze der HIF-1-

vermittelten Hemmung der Produktion intrazellulärer ROS wurden bereits im Kapitel 3.2.2 erörtert. In 

Ergänzung zu dieser Arbeit wurde in der Literatur hinreichend belegt, dass intrazelluläre ROS potente 

Induktoren der p53-Aktivität als Antwort auf die Chemotherapie darstellen [227]. 

Neben p53 wurde in der vorliegenden Arbeit auch für den Transkriptionsfaktor NF-κB eine 

Beteiligung an der HIF-1-vermittelten Chemoresistenz nachgewiesen. Die NF-κB Familie umfasst 

eine Gruppe dimerer Transkriptionsfaktoren. Sie aktivieren eine Vielzahl an Genen, die an der 

Regulation der Immunantwort, der Inflammation sowie der Zellproliferation und Apoptose beteiligt 

sind [227]. NF-κB spielt auch eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung und -progression, 

insbesondere beim humanen Magenkarzinom [228,229]. Zudem belegten Camp et al., dass die 

Aktivierung von NF-κB ein zentrales Ereignis der Resistenzvermittlung in humanen 

Magenkarzinomzellen darstellt, was mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit übereinstimmt 

[230]. Die Analysen der vorliegenden Arbeit gingen jedoch weit über die von Camp et al. hinaus, 

denn sie zeigten zusätzlich eine Abhängigkeit der resistenzfördernden Wirkung von NF-κB von 

sowohl HIF-1 als auch p53. Eine Interaktion zwischen HIF-1 und NF-κB wurde in den Publikationen 

anderer Arbeitsgruppen bereits beschrieben. Hierbei ist bekannt, dass NF-κB die Expression von 

HIF-1α unter Normoxie und Hypoxie sowohl in vitro als auch in vivo regulieren kann [231-234]. Aber 

auch HIF-1 kann, übereinstimmend mit dieser Arbeit, die Aktivität von NF-κB induzieren [235,236]. 

In der Arbeit von Walmsley et al. wird dargelegt, dass die Hypoxie-induzierte Suppression der 

Apoptose von der HIF-1-abhängigen Aktivierung von NF-κB vermittelt wird, wobei ein zugrunde 

liegender Mechanismus jedoch nicht identifiziert wurde [236]. Scortegagna et al. zeigten hingegen, 

dass die HIF-1-abhängige Aktivierung von NF-κB in Keratinoyzten einerseits auf der 

Hyperphosphorylierung von IκBα12

                                                 
12 IκB-Proteine inhibieren NF-κB-Untereinheiten durch Komplexbildung. Infolge der Hyperphosphorylierung 

von IκB werden die NF-κB-Untereinheiten freigesetzt und transkriptionell aktiviert. 

 und andererseits auf der aktivierenden Phosphorylierung der 

NF-κB-Untereinheit p65 beruht [235]. In der vorliegenden Arbeit war die HIF-1-vermittelte 

Aktivierung von NF-κB zusätzlich abhängig vom p53-Status der Zellen: In Magenkarzinomzellen mit 

mutiertem p53 blieb die NF-κB-Aktivität von der HIF-1α-Inaktivierung unbeeinflusst, wohingegen in 

Magenkarzinomzellen mit Wildtyp p53 die HIF-1α-Inhibition zu einer Reduktion der NF-κB-Aktivität 

führte. Der p53- und der NF-κB-Signalweg werden häufig gemeinsam infolge DNA-schädigender 

Einflüsse, wie der Chemotherapie, aktiviert und das Zusammenspiel beider Faktoren bestimmt 

letztendlich die Zellantwort auf die DNA-Schädigung [237,238]. In diesem Zusammenhang ist eine 

bidirektionale Repression von p53 und NF-κB beschrieben, die hauptsächlich auf der Kompetition um 

den Koaktivator-Komplex CBP/p300 beruht [237,239,240]. Eine präzise molekulare Erklärung für die 
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Wechselwirkungen von HIF-1, NF-κB und p53 bei der Resistenzvermittlung kann zu diesem 

Zeitpunkt noch nicht gegeben werden, sondern muss zukünftigen Untersuchungen vorbehalten 

bleiben. 

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein wesentlicher Beitrag zum besseren Verständnis der 

chemoresistenzvermittelnden Wirkung von HIF-1 geleistet werden. Es wurden zwei distinkte 

Mechanismen identifiziert, die in Abhängigkeit von HIF-1 zur Chemoresistenz des humanen 

Magenkarzinoms beitragen: (i) die HIF-1-induzierte Repression des p53-Singalweges und (ii) die 

HIF-1-unterstützte und p53-abhängige Aktivierung von NF-κB. 

 

3.4 Klinische Relevanz und Ausblick 

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist der Transkriptionsfaktor HIF-1 entscheidend an der 

Regulation von Metastasierung und der Vermittlung von Chemoresistenz im humanen Magen-

karzinom beteiligt. Es wurden wesentliche, bisher unbekannte Mechanismen identifiziert, die in 

Abhängigkeit von HIF-1 die Aggressivität und Therapierbarkeit des humanen Magenkarzinoms 

maßgeblich beeinflussen. Zum einen wurde HIF-1 erstmals als zentraler Regulator von Anoikis durch 

Suppression des α5-Integrins beschrieben. Zum anderen wurde erstmals gezeigt, dass HIF-1 die 

Chemoresistenz humaner Magenkarzinomzellen sowohl durch Inhibition von p53 als auch durch 

Stimulation der NF-κB-Aktivität steigert. Zudem scheint die Grundlage beider Mechanismen eine 

HIF-1-abhängige Reduktion der intrazellulären ROS-Produktion zu sein. Angesichts dieser 

Erkenntnisse könnte eine HIF-1-Inhibition als innovativer Therapienansatz zur Behandlung des 

humanen Magenkarzinoms von klinischer Bedeutung sein. Abschließend soll anhand der gewonnenen 

Erkenntnisse die Definition von HIF-1 als protumorigener Faktor des humanen Magenkarzinoms 

diskutiert sowie die Bedeutung einer HIF-1-Inhibition als potentielle Therapie des Magenkarzinoms 

erörtert werden. 

 

3.4.1 HIF-1 als protumorigener Faktor des humanen Magenkarzinoms? 

Für verschiedenste humane Tumorentitäten wurde HIF-1 als protumorigener Faktor beschrieben und 

seine tumorfördernde Wirkung wurde in einer Vielzahl experimenteller Studien sowohl in vitro als 

auch in vivo bestätigt (vgl. 1.3.4). Auf der Grundlage der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse 

wirkt HIF-1 auch im humanen Magenkarzinom protumorigen. Der tumorfördernde Effekt von HIF-1 

wurde dabei durch die HIF-1-abhängige Stimulation der Migration, der Invasion, der Endothelzell-

interaktion sowie des substratunabhängigen Wachstums in humanen Magenkarzinomzellen belegt. In 

guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde eine tumorfördernde Wirkung von 

HIF-1 auch in vivo in zwei Arbeiten mit Hilfe von Mausmodellen für das Magenkarzinom bestätigt. 

So beobachteten Stoeltzing et al., dass die funktionelle Inaktivierung von HIF-1α in humanen 

Magenkarzinomzellen zu einer signifikanten Abnahme des Tumorwachstums nach sowohl subkutaner 
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als auch orthotoper Xenotransplantation in immundefizienten Mäusen führte [241]. Ferner hat eine 

Arbeit von Yeo et al. gezeigt, dass auch die pharmakologische Inhibition von HIF-1 das Wachstum 

subkutaner Magenkarzinom-Xenotransplantate in immundefizienten Mäusen reduzierte [119]. Beide 

Arbeiten bestätigten zwar die tumorfördernde Wirkung von HIF-1 für das Magenkarzinom, jedoch 

wurden die molekularen Mechanismen nicht oder nur in Ansätzen charakterisiert. In der vorliegenden 

Arbeit wurden hingegen bisher unbekannte molekulare Mechanismen der protumorigenen Wirkung 

von HIF-1 identifiziert, die die Anwendung HIF-1-inhibierender Ansätze als innovative 

Therapiestrategie zur Behandlung des humanen Magenkarzinoms bekräftigen. Es liegen jedoch auch 

Studienergebnisse vor, die einen hemmenden Effekt von HIF-1 in der Pathogenese maligner Tumoren 

vermuten lassen. So konnte beispielsweise die Überexpression von HIF-1α in diversen Tumorentitäten 

mit einer besseren Überlebensrate assoziiert werden und eine funktionelle Inaktivierung von HIF-1α 

resultierte in einem signifikant beschleunigten Wachstum von experimentellen Teratokarzinomen 

[242-244]. Die antitumorigene Wirkung von HIF-1 lässt sich möglicherweise durch die HIF-1-

abhängige Transaktivierung proapoptotischer Proteine, wie beispielsweise BNIP3 und NIX, oder 

durch eine HIF-1-regulierte Stabilisierung von p53 erklären [221,245,246]. Zudem ist bekannt, dass 

HIF-1 indirekt auch einen Zellzyklusarrest induzieren kann [247]. Der Nettoeffekt von HIF-1 auf das 

Tumorwachstum wird wohl von einer Vielzahl an Einflussgrößen bestimmt, wie beispielsweise dem 

Tumorursprung, der Tumorlokalisation und dem Verhältnis von pro- und antitumorigenen Faktoren. 

Studienergebnisse, die HIF-1 eine antitumorigene Wirkung für das Magenkarzinom zusprechen, liegen 

jedoch bislang nicht vor, so dass anhand der Erkenntnisse dieser Arbeit und den bisher publizierten 

Daten von einer vornehmlich tumorfördernden Wirkung von HIF-1 für das humane Magenkarzinom 

ausgegangen werden kann. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten zudem darauf hin, dass HIF-1 insbesondere die Metastasierung 

des humanen Magenkarzinoms fördert. Die Bedeutung von HIF-1 für die Metastasierung des 

Magenkarzinoms wurde in vivo bisher nicht charakterisiert. Eine Verringerung der Metastasierung 

nach Inhibition von HIF-1α konnte aber mittels muriner Metastasierungsmodelle für das 

Mammakarzinom in vivo belegt werden [122,123]. Vergleichbare in vivo-Daten für das 

Magenkarzinom fehlen bisher, nicht zuletzt aufgrund eines fehlenden geeigneten Tiermodells, in dem 

das Metastasierungsverhalten des Magenkarzinoms analysiert werden könnte. Kürzlich wurde jedoch 

ein murines orthotopes Magenkarzinommodell, in dem auch eine Metastasenbildung beobachtet 

wurde, von Bhargava und Mitarbeitern in Berlin entwickelt [248]. Die Untersuchung der Bedeutung 

von HIF-1 für das Metastasierungsverhalten des Magenkarzinoms anhand dieses Mausmodells wäre 

eine sinnvolle Ergänzung zu den Beobachtungen dieser Arbeit und ist in naher Zukunft in Kooperation 

mit dieser Arbeitsgruppe vorgesehen. 
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3.4.2 Inhibition von HIF-1 als Therapieoption für das humane Magenkarzinom? 

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und der eindeutig belegten Überexpression 

von HIF-1α im humanen Magenkarzinom scheint die Anwendung HIF-1-inhibierender Strategien zur 

Behandlung des Magenkarzinoms eine aussichtsreiche innovative Therapieoption darzustellen. Die 

vorliegende Arbeit schrieb dem Transkriptionsfaktor HIF-1 eindeutig eine protumorigene Rolle in der 

humanen Magenkarzinogenese zu. Ein weiterer wesentlicher Befund dieser Arbeit ist die signifikante 

Reduktion der Chemoresistenz humaner Magenkarzinomzellen nach Inhibition von HIF-1α, der HIF-1 

eine Funktion als Sensibilisator für die Chemotherapie („Chemosensitizer“) zuweist. Eine Vielzahl an 

„small molecules“ mit HIF-1-inhibitorischer Wirkung wurde bereits identifiziert und deren Bedeutung 

als antineoplastischer Therapieansatz ist der Gegenstand intensiver Forschung (Abb. 7). Die 

Inhibition der HIF-1-Aktivität durch diese Substanzen beruht dabei entweder auf einer Reduktion der 

HIF-1α-mRNA oder des HIF-1α-Proteins, einer Inhibition der DNA-Bindungseigenschaften von 

HIF-1 oder aber einer Verringerung der HIF-1-vermittelten Transaktivierung [249]. Die meisten der 

bekannten Wirkstoffe hemmen dabei nicht spezifisch HIF-1, sondern die Inhibition von HIF-1 erfolgt 

indirekt durch beispielsweise Modulation von Signalwegen, wie der PI3K- oder der MAPK-

Signalkaskade. Für viele der identifizierten Wirkstoffe ist jedoch der genaue HIF-1-inhibitorische 

Mechanismus noch unbekannt [96]. 

 

 
Abb. 7 Angriffspunkte der pharmakologischen Inhibition von HIF-1. 
Die Aktivität von HIF-1 kann durch eine Vielzahl sog. „small molecules“ direkt und indirekt inhibiert werden. 
Bekannte HIF-1-inhibitorsiche Wirkstoffe (weiße Kästen) und ihre Angriffspunkte sind angegeben. 
(aus Kaufman et al. [250]) 
 

Die HIF-1-inhibitorische Wirkung des „small molecules“ 2ME2 wurde in dieser Arbeit eindeutig 

belegt. Zudem reduzierte die pharmakologische Inhibition von HIF-1 mittels 2ME2 die Migration, die 

Invasion, die Endothelzellinteraktion sowie das substratunabhängige Wachstum der Magenkarzinom-
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zellen. Diese Ergebnisse erlauben den Rückschluss, dass 2ME2 durchaus ein aussichtsreicher 

Kandidat für eine HIF-1-inhibitorische Therapiestrategie des metastasierenden Magenkarzinoms 

darstellen könnte. Zudem wird die Wirksamkeit und die Pharmakokinetik von 2ME2 als Substanz zur 

medikamentösen Krebstherapie bereits in klinischen Studien der Phase I/II evaluiert [251]. Auch für 

den HIF-1-Inhibitor YC-113 konnte eine Verringerung der HIF-1-Aktivität in humanen 

Magenkarzinomzellen und dadurch bedingt eine Reduktion des Wachstums subkutaner 

Magenkarzinom-Xenotransplantate in immundefizienten Mäusen beobachtet werden [119]. Im 

Einklang mit diesem Ergebnis führten auch die HIF-1-Inhibition infolge der Hemmung von mTOR 

durch Rapamycin und die Inhibition der HSP90-HIF-1α-Interaktion durch 17-AAG14

3.4.1

 zu einer 

Reduktion des Tumorwachstums in subkutanen und orthotopen Magenkarzinommodellen [252,253]. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen mit den bisher publizierten, soeben erläuterten 

Daten lassen eine HIF-1-Inhibition als Therapieansatz des humanen Magenkarzinoms durchaus 

aussichtsreich erscheinen. Jedoch ist in den letzten Jahren eine Reihe von Einsprüchen gegen HIF-1-

inhibitorische Therapieansätze laut geworden. Ein wichtiger Einwand ist dabei, dass keiner der bisher 

identifizierten HIF-1-Inhibitoren ausschließlich und selektiv HIF-1 hemmt, sondern dass auch andere 

Signalmoleküle oder Signalwege inhibiert werden [254]. Diese Tatsache disqualifiziert den 

entsprechenden Wirkstoff natürlich nicht als potentielles antineoplastisches Therapeutikum, es bedarf 

aber einer genauen Analyse der Wirkung am Patienten [255]. Die Inhibition multipler, in die 

Karzinogenese involvierter Signalwege durch nur einen Wirkstoff kann zudem auch von Vorteil sein, 

und einige dieser Wirkstoffe, wie 2ME2, 17-AAG oder Topotecan, sind bereits in der klinischen 

Entwicklung und/oder Erprobung [254]. Auch die Komplexität des HIF-Systems, wie beispielsweise 

eine funktionelle Bedeutung von HIF-1 auch unter physiologischen Bedingungen, der Nachweis 

mehrerer HIF-α-Isoformen und die Induktion von HIF-1-Zielgenen mit sowohl pro- als auch 

antitumorigener Wirkung (vgl. ), erfordert eine detaillierte Analyse eines HIF-1-inhibitorischen 

Therapieansatzes im jeweiligen Zielorgan oder -gewebe [104,249]. Zu berücksichtigen ist ferner, dass 

häufig auch inflammatorische Infiltrate in soliden Tumoren HIF-1α exprimieren, wie auch in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Es ist bekannt, dass die Funktion inflammatorischer Zelltypen 

ebenfalls in essenzieller Weise vom Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert wird [152]. Zudem können 

Entzündungsvorgänge sowie infiltrative Stromazellen entscheidend zum Tumorwachstum und zur 

Tumorprogression beitragen [256]. Der Effekt einer HIF-1-Inhibition auf die Stromazellen des 

Tumormikromilieus wurde bisher jedoch in präklinischen Studien noch nicht näher analysiert. Eine 

Hemmung von HIF-1 nicht nur in den Tumorzellen, sondern auch in den Stromazellen könnte aber 

durchaus förderlich für den Erfolg HIF-1-inhibitorischer Therapiestrategien sein [249]. 

Es ist nahe liegend, dass die Inhibition von HIF-1 als Einzeltherapie für Krebserkrankungen eine nur 

unzureichende Therapiemaßnahme darstellt, zum einen aufgrund des Risikos einer potentiellen 

                                                 
13 3-(5’-Hydroxy-Methyl-2’-Furyl)-1-Benzylindazol. 
14 17-Allyl-Aminogeldanamycin. 
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Resistenzbildung und zum anderen, weil HIF-1-unabhängige Signalwege die Effekte der HIF-1-

Inhibition überwinden könnten. Sinnvoller wäre daher der Einsatz HIF-1-inhibitorischer 

Therapiestrategien in Kombination mit konventionellen Therapieverfahren. Eine Steigerung der 

Effektivität herkömmlicher Chemotherapeutika durch die HIF-1-Inhibition konnte in der vorliegenden 

Arbeit für das humane Magenkarzinom belegt werden (vgl. 3.3). Eine sinnvolle weiterführende 

Untersuchung dieser Arbeit wäre daher die Analyse HIF-1-inhibitorischer Therapiestrategien in 

Kombination mit in der Klinik bereits etablierten Zytostatika in einem murinen Magenkarzinom-

modell. Angesichts der aussichtsreichen Ergebnisse für den HIF-1-Inhibitor 2ME2 wäre eine 

Kombination mit dem zur Behandlung des humanen Magenkarzinoms häufig eingesetzten 5-FU ein 

erfolgversprechender Ansatz. Eine wichtige Ergänzung dieses Versuchsansatzes wäre die Analyse des 

Einflusses von funktionalem p53 auf den Erfolg der Therapie, da in der vorliegenden Arbeit eine 

signifikante Steigerung der Chemotherapiesensibilität durch Inhibition von HIF-1α hauptsächlich in 

Magenkarzinomzellen mit induzierbarem Wildtyp p53 beobachtet wurde.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass HIF-1 ein vielversprechendes Ziel für innovative 

und zielgerichtete Therapieansätze zur Behandlung des Magenkarzinoms darstellt. Zudem konnte 

gezeigt werden, dass die HIF-1-Inhibition die Wirkung konventioneller Zytostatika verstärkt und 

daher einen hohen Stellenwert für eine innovative und effiziente antiproliferative 

Kombinationstherapie besitzt. 
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4 Zusammenfassung 

Die Überexpression des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors 1 (HIF-1) ist ein zentrales 

Charakteristikum vieler Tumorentitäten. Eine Vielzahl von Studien lässt vermuten, dass HIF-1 eine 

funktionelle Bedeutung für das Wachstum und die Progression solider Tumoren zukommt. Der 

Transkriptionsfaktor HIF-1 scheint insbesondere auch an der Regulation der Metastasierung und der 

Vermittlung von Chemoresistenz beteiligt zu sein, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen 

weitgehend unklar sind. Das humane Magenkarzinom ist durch eine sehr ungünstige Prognose 

gekennzeichnet. Der Verlauf der Erkrankung wird weitgehend durch das Ausmaß der Metastasierung 

und durch die Ausbildung von Therapieresistenzen bestimmt. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit 

die Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF-1 für die Regulation der Metastasierung und die 

Vermittlung von Chemoresistenz im humanen Magenkarzinom untersucht und potentielle 

Wirkmechanismen identifiziert werden. Für diese Untersuchungen wurde eine funktionelle 

Inaktivierung der regulatorischen α-Untereinheit von HIF-1 (HIF-1α) in zwei humanen 

Magenkarzinomzelllinien mittels RNA-Interferenz erfolgreich etabliert. Erste Hinweise auf einen 

Einfluss von HIF-1 auf die Regulation der Metastasierung lieferte die Expressionsanalyse humaner 

Magenkarzinompräparate. Die immunhistochemische Untersuchung zeigte, dass HIF-1α vor allem in 

fortgeschrittenen Stadien der Magenkarzinogenese exprimiert wird, wobei invasiv wachsende 

Tumorbereiche eine verstärkte Expression aufwiesen. Die in vitro-Analyse verschiedener 

tumorrelevanter Parameter bestätigte die metastasierungsfördernde Wirkung von HIF-1: Die Inhibition 

von HIF-1α führte zu einer signifikanten Reduktion der Migration, der Invasion, der Anoikisresistenz 

und der Interaktion mit Endothelzellen. Als molekularer Mechanismus der HIF-1-bedingten 

Anoikisresistenz wurde eine Suppression des α5-Integrins identifiziert, das einen gut etablierten 

Vermittler der Anoikis darstellt. Durch diese umfangreiche Charakterisierung konnte HIF-1 erstmals 

als zentraler Regulator der Metastasierung beim humanen Magenkarzinom beschrieben werden. Des 

Weiteren führte die funktionelle Inaktivierung von HIF-1α zu einer Steigerung der antiproliferativen 

Wirkung des Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil. Diese Daten legen nahe, dass HIF-1 eine zentrale 

Bedeutung bei der Resistenzvermittlung gegenüber der Chemotherapie im humanen Magenkarzinom 

zukommt. Die Analyse der verantwortlichen Mechanismen ergab, dass HIF-1 die Chemosensitivität 

der Magenkarzinomzellen einerseits durch Inhibition von p53 und andererseits durch Stimulation der 

NF-κB-Aktivität reguliert. Sowohl die Regulation der Anoikisresistenz durch Suppression des 

α5-Integrins als auch die Resistenzvermittlung durch Regulation von p53 beruhten zumindest 

teilweise auf einer HIF-1-abhängigen Hemmung reaktiver Sauerstoffspezies. Zusammengefasst 

zeigten sowohl deskriptive als auch funktionelle Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, dass HIF-1 

die systemische Metastasierung und die Therapiesensitivität des humanen Magenkarzinoms 

maßgeblich beeinflusst. In Anbetracht dieser Ergebnisse scheinen HIF-1-inhibierende Strategien eine 

innovative und sinnvolle Ergänzung der aktuellen Behandlungsverfahren für das humane 

Magenkarzinom darzustellen. 
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5 Summary 

Overexpression of the hypoxia-inducible transcription factor 1 (HIF-1) is a common feature in a wide 

variety of human tumors. In several studies HIF-1 has been identified as a positive factor for growth 

and progression of solid tumors. HIF-1 appears to play a central role in determining metastasis and in 

mediating chemoresistance; however, the underlying molecular mechanisms are only beginning to 

emerge. Human gastric cancer is characterized by an unfavourable prognosis. The course of this often 

fatal disease is mainly determined by the metastatic spread and the occurrence of therapy resistance. 

Therefore, the aim of the present study was to characterize HIF-1’s role in regulating metastasis and in 

mediating chemoresistance in human gastric cancer as well as the identification of potential underlying 

mechanisms. To achieve this, a functional inactivation of the regulatory α-subunit of HIF-1 (HIF-1α) 

in two human gastric cancer cell lines was established via lentiviral mediated RNA interference. The 

expression analysis of HIF-1α in human gastric cancer tissues initially indicated a functional relevance 

of HIF-1 for the regulation of metastasis. Immunhistochemistry showed specific HIF-1α staining in 

advanced gastric adenocarcinoma and especially high HIF-1α expression levels at the invading tumor 

edge. The assumed metastasis promoting impact of HIF-1 was further supported by the analysis of 

different tumor-relevant aspects in vitro: the inactivation of HIF-1α significantly reduced migration, 

invasion, anoikis resistance and adhesion to endothelial cells. Interestingly, the induction of anoikis 

resistance by HIF-1 was attributed to the suppression of the α5 integrin, a well established mediator of 

anoikis. In this comprehensive study, HIF-1 was characterized for the first time as a central regulator 

of metastasis in human gastric cancer. Furthermore, functional inactivation of HIF-1α significantly 

increased the antiproliferative effect of the chemotherapeutic agent 5-fluorouracil. These findings 

strongly suggest a pivotal role for HIF-1 in mediating chemoresistance in human gastric cancer. With 

respect to the underlying molecular mechanisms, the present study could show that HIF-1 regulates 

chemosensitivity of gastric cancer cells by inhibition of p53 protein as well as stimulation of NF-κB 

activity. Both, the α5 integrin-mediated anoikis resistance and the p53-regulated chemoresistance 

were at least partly caused by a HIF-1-dependent inhibition of reactive oxygen species. Taken 

together, both descriptive and functional investigations of the present study revealed that HIF-1 holds 

the potential to affect systemic metastasis and therapy sensitivity in human gastric cancer. In 

consideration of these results, HIF-1-inhibiting treatment strategies might be an innovative and useful 

supplement of the current treatment options for human gastric cancer. 
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